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IAbstract
Binding of CD95 Ligand (CD95L)  to its receptor (CD95) results in CD95 expressing T cells
in the induction of apoptosis. Genetic modification of allo- or xenografts leading to ectopic
expression of CD95L could therefore be a strategy to protect the graft from being destroyed by
apoptosis-susceptible cytotoxic effector cells. Since there were contradicting reports in
different in vivo models it was the aim of this work to analyze the protective capacities and
limitation of this pair of molecules in an in vitro system. Therefore the CD95L negative cell
line HEK293 was transfected with was transfected with CD95L cDNA and a clone expressing
high levels of CD95L on the cell surface was isolated (293h95L cells). The effects of
cocultures of 293h95L and different populations of leukocytes in different states of activation
were compared with theses of mock-transfected 293 cells (293pcDNA cells).
Coculture of T cells with 293h95L cells for a short period (6-16 h) led to an induction of
apoptosis in about 40 % resting and 60-70 % activated T cells. In line with the increasing
susceptibility of activated T cells these cells expressed CD95 receptor in higher density on the
cell surface. Cultivation of T cells from HLA disparate blood donors with irradiated 293 cells
(HLA-A3-positive) plus IL-2 resulted in alloactivation of T cells after 2 days (IL-2 receptor
expression). Such activation was independent of CD95L expression of the activating cells.
Whereas alloactivation by CD95L- 293pcDNA cells led to the development of specific
cytotoxic effector cells (CTLs) no such lymphoblasts with cytotoxic activity could be
demonstrated after 7 days when T cells were activated by 293h95L cells. To test the concept
of protection of CD95L expressing target cells from destruction by cytotoxic effector cells
alloactivated CTLs, IL-2 activated T cells and NK cells were used as effectors. It could be
demonstrated that destruction of CD95L+ 293h95L cells by allospecific CTLs was markedly
reduced compared to mock-transfected cells. The prediction of protection of target by CD95L
expression and induction of apoptosis via CD95 receptor could be verified by the detection of
massive cell death in the population of T cells. IL-2 activated T cells and NK cells were less
susceptible for CD95L-mediated apoptosis and cytolysis of 293 transfectants therefore was
not effected by the expression of CD95L.
These data suggest that ectopic expression of CD95L on cells and tissues might be a strategy
to modulate allogeneic immune responses. By the expression of CD95L on cells with the
capacity to alloactivate T cells (e.g. APCs) it should be possible to inhibit the differentiation
of precursor-CTL into allospecific effector CTLs. Furthermore cells can be protected from
cytolysis by transfected CD95L. However, before introducing such concept of protection into
clinic transplantation it has to be considered that expression of CD95L is capable to inhibit the





Die Bindung des CD95 Liganden (CD95L) an seinen Rezeptor (CD95) kann bei CD95-
exprimierenden T-Zellpopulationen den Tod durch Apoptose auslösen. In der Trans-
plantationssituation ist der CD95L damit ein potentiell protektives Molekül gegenüber
zellulären Immunreaktionen. Mit Hilfe eines in vitro Modellsystems wurde in der
vorliegenden Arbeit die Frage untersucht, ob CD95L zur Modulation von allogenen
Immunantworten in der Lage ist. Hierzu wurde die CD95L-negative, humane Nierenzellinie
HEK293 mit CD95L-cDNA transfiziert und ein Klon mit stabil hoher CD95L Expression
isoliert (293h95L Zellen). Die Auswirkungen der Kokultur von 293h95L Zellen auf T-Zellen
aus unterschiedlichen Aktivierungsstadien wurden verglichen mit den Effekten von 293
Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert worden waren (293pcDNA Zellen).
Die kurzzeitige Kultur (6-16 h) von T-Zellen mit 293h95L Zellen führte zur
Apoptoseinduktion in ca. 40 % ruhender T-Zellen und in 60-70 % aktivierter T-Zellen. In
Übereinstimmung damit exprimierten aktivierte T-Zellen den CD95 Rezeptor in höherer
Dichte. Wurden T-Zellen von HLA-differenten Blutspendern mit bestrahlten 293 Zellen
(HLA-A3-positiv) plus IL-2 kultiviert, kam es bei Verwendung von 293pcDNA und 293h95L
Zellen nach zwei Tagen zunächst zur T-Zellaktivierung (IL-2R Expression). Während die
durch 293pcDNA Zellen ausgelöste Alloaktivierung zur Bildung von spezifischen,
zytotoxischen Effektorzellen (CTL) führte, konnten in Kulturen von 293h95L Zellen nach 7
Tagen weder Lymphoblasten noch CTL mit Spezifität für 293-Antigene nachgewiesen
werden. Um festzustellen, welche Auswirkungen die Expression von CD95L auf die
Zerstörung von Zielzellen durch unterschiedliche zytotoxische Effektorzellpopulationen hat,
wurden 293h95L und 293pcDNA Zellen als Zielzellen von alloaktivierten CTL, IL-2
aktivierten T-Zellen und NK Zellen eingesetzt. Es zeigte sich, daß die CD95L+ 293h95L
Transfektante von allospezifischen CTL deutlich schlechter lysiert wurde als 293pcDNA
Zellen. Die Hypothese, daß der Schutz der CD95L-exprimierenden Zielzellen auf
Apoptoseinduktion in der Effektorpopulation beruht, wurde dadurch bestätigt, daß in
Kokulturen von 293h95L Zellen mit alloreaktiven CTL massiver apoptotischer Zelltod in der
T-Zellpopulation auftrat. IL-2 aktivierte T-Zellen und NK Zellen waren weniger empfindlich
für den CD95L-vermittelten Zelltod und lysierten demzufolge 293h95L und 293pcDNA
Zellen in vergleichbarem Umfang.
Aus diesen Ergebnissen wird der Schluß gezogen, daß die gentechnisch erzeugte, ektopische
Expression von CD95L auf Zellen und Geweben eine Strategie zur Modulation von allogenen
Immunantworten sein kann. Durch Expression von CD95L auf Zellen, die eine
Alloaktivierung auslösen können (z.B. Antigen-präsentierende Zellen), sollte es möglich sein,
die Differenzierung von Vorläufer-CTL zu allospezifischen Effektor-CTL zu verhindern.
Darüber hinaus können Zellen durch CD95L-Expression vor der Zerstörung durch
zytotoxische Effektorzellen geschützt werden. Bei einer möglichen Verwendung dieses
Konzepts zur Immunmodulation nach klinischer Organtransplantation ist jedoch zu beachten,












1.2 Der programmierte Zelltod (Apoptose) ........................................................................3
1.3 Aktivierungsinduzierter Zelltod (AICD) ......................................................................6
1.4 Der CD95 Rezeptor und sein physiologischer Ligand..................................................7
1.5 Das Signal des CD95 Rezeptors .................................................................................10
2 Material und Methoden .....................................................................................................13












2.4.2.4 L923 Zellen ................................................................................................22
2.4.2.5 Raji Zellen..................................................................................................22
2.4.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen...................................................................22
2.4.4 Zellzählung und Vitalitätsbestimmung ..............................................................22
2.5 Isolierung von lymphoiden Zellen aus humanem Blut ...............................................23
2.5.1 Separation von T-Zellen durch Schaferythrozyten-Rosettierung.......................23
2.5.2 Isolierung von T-Zellsubpopulationen durch Panning.......................................24
2.5.3 Isolierung von NK Zellen durch MACS ............................................................25
IV
2.6 Stimulation von T-Zellen............................................................................................25
2.6.1 Erzeugen von spezifischen Effektorzellen / Aktivierung durch Alloantigen.....25
2.6.2 Polyklonale Aktivierung von T-Zellen...............................................................26
2.7 Induktion von Apoptose .............................................................................................27
2.7.1 Apoptoseinduktion durch Kreuzvernetzung von CD95 mAb............................27




2.8.3 Nachweis von zytotoxischen Effektorzellen durch 51Cr-Freisetzungstests........29
2.9 Proliferationsassay......................................................................................................30
2.10 Transfektion von Säugetierzellen mit der cDNA des CD95L ....................................31
2.10.1 Verwendete Plasmidvektoren.............................................................................31
2.10.2 Konstruktion des Leervektors pcDNA3.............................................................31
2.10.3 Konstruktion des Mx-h95L Plasmidvektors ......................................................31
2.10.4 Transfektion von 293 Zellen ..............................................................................32




2.13 Reverse Transkription mit Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) ..............................35
2.13.1 Reverse Transkription ........................................................................................35
2.13.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) .......................................................................36
2.13.3 DNA-Agarosegelelektrophorese ........................................................................38
2.13.4 Restriktionsverdau..............................................................................................39
2.14 Durchflußzytometrische Analyse der Expression von Oberflächenmolekülen ..........39
2.15 Durchflußzytometrische Zellsortierung ......................................................................40
2.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ......................................................................40
2.17 Westernblots ...............................................................................................................41
2.18 Quantitative Bestimmung von löslichem CD95L im Kulturüberstand ......................42
2.19 Sonstige Methoden .....................................................................................................42
2.19.1 Ligationsreaktion................................................................................................42
2.19.2 Erzeugen kompetenter E. coli ............................................................................43
2.19.3 Transformation von E. coli.................................................................................43
V2.19.4 Plasmidisolation aus E. coli ...............................................................................43
3 Ergebnisse ...........................................................................................................................44
3.1 Induktion von Apoptoseempfindlichkeit in T-Zellen durch Aktivierung mit
Alloantigen.................................................................................................................44
3.2 Herstellung und Charakterisierung von Zellen, die den humanen CD95 Liganden
überexprimieren .........................................................................................................46
3.2.1 Transiente Expression des hCD95L in unterschiedlichen Zelltypen .................46
3.2.2 Stabile Expression des hCD95L in der Zellinie 293 ..........................................51
3.3 Induktion von Zelltod in T-Zellen durch Kokultur mit CD95L+ 293 Transfektanten 54
3.3.1 Kokultur von ruhenden T-Zellen mit 293 Transfektanten .................................54
3.3.2 Auswirkungen der Kokultur von aktivierten T-Zellen mit 293 Transfektanten.59
3.4 Modulation von allogenen Immunantworten durch CD95L.......................................60
3.4.1 Aktivierung von T-Zellen durch 293 Zellen ......................................................61
3.4.2 CD95L in der Induktionsphase von T-Zellreaktionen........................................65
3.4.3 CD95L in der Effektorphase zytotoxischer Immunreaktionen...........................69
3.4.3.1 Zytolyse durch alloaktivierte T-Zellen .......................................................69
3.4.3.2 Zytolyse durch zytokinaktivierte Effektorzellen ........................................74
3.4.3.3 Zytolyse durch natürliche Killer (NK) Zellen ............................................79
3.5 Modulation von Immunreaktionen durch IFN-α induzierbare CD95L Expression ...84
4 Diskussion ...........................................................................................................................86
4.1 CD95L-vermittelte Induktion von Zelltod in T-Zellen...............................................86
4.2 Auslösen von Alloimmunantworten durch 293h95L und 293pcDNA Zellen ............88



















CD Cluster of Differentiation
CD95R Apoptoseinduzierender Rezeptor (Fas / APO-1)
CD95L Ligand von CD95 (FasL / APO-1L)
Ci Curie








ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
EtBr Ethidiumbromid
FACS Durchflußzytometer (Fluorescence-Activated Cell Scanner)
FCS Fötales Kälberserum
FITC Fluoresceinisothiocyanat












MACS Magnetic Cell Sorting / Magnetische Zellsortierung
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex






OD Einheit optischer Dichte
PAGE Polyacryamid Gelelektrophorese
PBMC Periphere mononukleäre Blutzellen





RT Raumtemperatur oder Reverse Transkriptase
RT-PCR Reverse Transkription mit anschließender Polymerasekettenreaktion
SDS Natriumdodecylsulfat




TBS Tris Buffered Saline
TCR T-Zellrezeptor
TEMED N,N,N´,N´-Tetramethyl-ethylendiamin
TRIS Tris -(hydroxymethyl-) aminomethan
TUNEL TdT-mediated dUTP Nick End Labeling / Enzymtest zum Nachweis von
DNA Fragmentierung
U Unit / Einheit
Upm Umdrehungen pro Minute
V Volt






Der programmierte Zelltod, die Apoptose, spielt eine wichtige Rolle im Immunsystem. So
werden z.B. Immunantworten dadurch begrenzt, daß nach Beseitigung eines antigenen
Stimulus ein Großteil der Antigen-reaktiven Lymphozyten durch Apoptose eliminiert wird. Es
bleiben nur die Zellen übrig, die in den „memory“-Pool übertreten. Darüber hinaus ist das
Auslösen von Apoptose der Mechanismus mit dem bei intrathymischen Selektionsprozessen
autoreaktive Zellen ausgeschaltet werden. Dieser bildet somit die Grundlage zur Erzeugung
eines Selbst-toleranten T-Zellrepertoires.
Der CD95 Ligand (CD95L) ist ein Zelloberflächenmolekül, das bei Bindung an den
CD95 Rezeptor apoptotischen Zelltod auslösen kann [1]. Für die Transplantations-
immunologie war der Befund, daß die konstitutive Expression eines funktionellen CD95L die
molekulare Ursache dafür ist, daß die seit über 100 Jahren bekannten immunprivilegierten
Gewebe [2] in einen fremden Organismus transplantiert werden können, ohne daß es zur
Abstoßung kommt [3], von besonderem Interesse. T-Zellen eines entsprechenden Gewebe-
empfängers werden demnach zunächst aktiviert und exprimieren in der Folge den CD95
Rezeptor in hoher Dichte. Dringen diese hochgradig Apoptose-empfindlichen T-Zellen in das
immunprivilegierte Gewebe ein, werden sie durch den Kontakt mit CD95L eliminiert [4].
Die Aufdeckung dieser Zusammenhänge führte zu Überlegungen, das CD95/CD95L
System zur Immunmodulation bei Organtransplantationen zu nutzen. Das zugrundeliegende
Konzept hierbei ist, in T-Zellen, die durch Antigen eines Transplantats aktiviert worden sind,
Apoptose auszulösen und somit eine klonale Deletion von Transplantat-spezifischen T-Zellen
zu erzielen. Damit bestünde auch die Möglichkeit durch gentechnisch erzeugte ektopische
Expression von CD95L, Zellen und Gewebe zu schützen.
Dieses Konzept wurde bereits in verschiedenen in vivo Experimenten getestet und führte
zum Teil zu widersprüchlichen Ergebnissen. In einem Mausmodell konnte eine verlängerte
Akzeptanz von allogenen Inselzellen beobachtet werden, die mit CD95L+ Myoblasten als
Bystanderzellen transplantiert wurden [5]. In einem Rattenmodell, in dem CD95L+
Sertolizellen als Bystanderzellen eingesetzt wurden, konnte ein ähnlicher Effekt beobachtet
werden [6]. Im Gegensatz dazu wurden Pankreas-Inselzellen, die den CD95L nach
Transfektion exprimierten, bei Transplantation unter die Nierenkapsel von Empfängertieren
Einleitung
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schneller abgestoßen als CD95L- Inselzellen [7, 8]. Eine abschließende Einschätzung des
therapeutischen Potentials von CD95L für die Transplantation ist daher noch nicht möglich.
Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, ein in vitro Modell zu etablieren, mit dem es
möglich ist, die zellulären und molekularen Voraussetzungen für die Verwendung von CD95L
zur Immunmodulation zu definieren. Bei der Bearbeitung dieses Problems waren folgende
Teilaspekte und Fragestellungen von Bedeutung:
1. Herstellung von Zellinien mit stabiler Überexpression von CD95L.
Hierzu wurde die CD95L-negative humane Nierenzellinie 293 mit CD95L-cDNA
transfiziert und ein Klon mit hoher CD95L Expression isoliert.
2. Welche Auswirkungen hat CD95L in der Induktionsphase einer Immunantwort?
Zur Bearbeitung dieser Frage wurden T-Zellen HLA-differenten Blutspendern mit
bestrahlten CD95L+ 293 Zellen (HLA-A3-B7-C7) stimuliert. Es wurde analysiert, ob
es zu einer Bildung von allospezifischen, zytotoxischen Effektorzellen kommt.
3. Schützt die Expression von CD95L Zielzellen vor der Zerstörung durch zytotoxische
Effektorpopulationen?
Hierzu wurden in 51Cr-Freisetzungstests allospezifische T-Zellen (anti-293 Zellen
aktivierte CTL), IL-2 aktivierte T-Zellen und NK Zellen als Effektoren und CD95L+
und CD95L- 293 Zellen als Zielzellen eingesetzt.
Die Analyse des apoptotischen Zelltods im Immunsystem ist ein komplexes
Forschungsgebiet, das sich in den letzten Jahren schnell weiterentwickelt hat. Im folgenden
soll daher ein Überblick gegeben werden über den derzeitigen Wissensstand zur Bedeutung




1.2 Der programmierte Zelltod (Apoptose)
Für Zellen in mehrzelligen Organismen wurden zwei unterschiedliche Formen des
Zelltods beobachtet. Der jeweilige Weg, auf dem eine Zelle zugrunde geht, hängt von der Art
und der Ursache der Induktion des Zelltods ab (Tabelle 1.1).
Zu einer Nekrose, d.h. einem Zerfall von Zellen, kommt es bei physikalischen oder
chemischen Verletzungen. Sauerstoffmangel, wie er im Herzmuskel während eines
Herzinfarkts auftritt, Membranschädigungen durch Antikörper oder Komplement oder aber
Reaktionen auf Toxine sind Beispiele für das Auslösen von nekrotischem Zelltod.
Nekrotische Zellen schwellen an, lysieren und geben Bestandteile des Zytoplasmas und des
Zellkerns an das interzelluläre Milieu ab. Eine Folge dieser Lyse ist eine Entzündungs-
reaktion. Im Rahmen dieser Reaktion wird das abgestorbene Gewebe durch Phagozytose
abgebaut und eine Wundheilung ermöglicht. Nekrose war für lange Zeit die einzige bekannte
Form von Zelltod.
Tabelle 1.1: Kennzeichen von Nekrose und Apoptose
Nekrose Apoptose











DNA Fragmentierung zufällige Fragmentgröße DNA-Leiter mit Fragmenten in der
Größe von Vielfachen von inter-
nukleosomer DNA (n x 185 bp)
Plasmamembran lysiert intakt, Bläschenbildung
Folge für das Gewebe Entzündung keine Entzündung
Einleitung
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Bereits im Jahr 1859 hatte von Virchow in einem Seminar eine weitere Form von Zelltod
von Nekrose unterschieden. In der folgenden Zeit wurde dieser spontane Zelltod als
Chromatolyse zwar weiter von Pathologen beobachtet, konnte aber keinem physiologischen
Mechanismus zugeordnet werden [zusammengefaßt in 9]. Im Jahre 1972 prägten Kerr et al. in
einem Übersichtsartikel [10] den Begriff Apoptose für eine physiologische Form von Zelltod,
die in verschiedenen Geweben beobachtet wurde. Dieser gesteuerte oder programmierte
Zelltod spielt eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von Lebewesen. Der Begriff
Apoptose stammt aus dem Griechischen und beschreibt das Herabfallen der Blätter von
Bäumen (apó bedeutet weg, ptósis bedeutet fallen). Apoptose wurde als ein Vorgang definiert,
in dessen Verlauf Zellen scheinbar kochen (boiling) und sich kleine, membranumschlossene
Bläschen von der sterbenden Zelle abschnüren. Am Ende dieses Prozesses steht das
Verklumpen der Zellreste. Die apoptotischen Bläschen und Zellreste werden schnell von
benachbarten Zellen oder Makrophagen phagozytiert und so eine Entzündungsreaktion in
Geweben mit apoptotischen Zellen verhindert. Weitere Analysen dieser Form des Zelltods
zeigten, daß es zu einer Kondensation der DNA in apoptotischen Zellen kommt und diese
DNA fragmentiert wird. Die Fragmentgrößen entsprechen hierbei den Vielfachen von 186 bp.
Die DNA wird bei diesem Prozeß nach der Chromatinkondensation zwischen den Nukleo-
somen zerschnitten [11]. Apoptotische Zellen exprimieren Phosphatidylserine an der
Membranoberfläche, ein Zeichen für den Verlust der Asymmetrie der Phospholipidmembran
[12]. Die Expression von Phosphatidylserinen an der Zelloberfläche wirkt chemotaktisch auf
Makrophagen und unterstützt die schnelle Phagozytose der toten Zellen, durch welche die
Entwicklung einer Entzündungsreaktion verhindert wird.
Die Genetik und die molekularen Mechanismen, die dem Prozeß der Apoptose zugrunde
liegen, konnten durch Untersuchungen mit Caenorhabditis elegans, einer Nematodenart,
genauer aufgeklärt werden. Während der Entwicklung dieses Wurms werden durch die
Aktivierung bestimmter Gene genau 131 Zellen eliminiert, 959 Zellen bilden das erwachsene
Tier [13]. Das Modell des C. elegans ist ebenso relevant für höhere Tiere, da die an dem
Prozeß der Apoptose beteiligten Gene hoch konserviert sind. Man hat durch diese
Untersuchungen verschiedene Proteinfamilien entdeckt, die an dem Prozeß beteiligt sind und
deren Homologe auch bei höheren Tieren gefunden wurden. Dies sind z.B. die Familie der
Caspasen oder die Bcl-2 Familie [14]. Der Vorgang der Apoptose kann durch diese
Untersuchungen in vier Schritte aufgeteilt werden: (1) Induktion von Zelltod, (2) Ausführen
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des Programms des Zelltods nach Kontrolle der Rettungssignale, (3) Phagozytose
apoptotischer Zellen und (4) Abbau der Zellen in den Lysosomen der phagozytierenden Zellen
[15].
Apoptose wird in Zellen während der Embryonalentwicklung ebenso beobachtet wie in
erwachsenen Organismen. Diese Form des Zelltods ist z.B. in der Entwicklung des
Immunsystems für die Genese und Reifung sowohl von T- als auch B-Zellen von Bedeutung.
Im lymphoiden System wird Apoptose im Knochenmark, in der Leber und im Thymus
beobachtet. Sie dient der Elimination von Vorläuferzellen mit nicht rearrangierten oder nicht
funktionell rearrangierten Antigenrezeptoren. Apoptose ist ebenso für die Depletion von
autoreaktiven T-Zellen im Thymus notwendig und damit an der Entwicklung der zentralen
Toleranz beteiligt [16]. In peripheren lymphoiden Organen, wie den Lymphknoten und der
Milz, findet man einen ähnlichen Mechanismus zur Elimination von autoreaktiven T- und
B-Zellen. Die periphere Deletion durch Apoptose ist ein weiterer Sicherungsmechanismus des
Immunsystems, um Selbsttoleranz sicherzustellen.
Apoptose im Immunsystem wird aber nicht nur im Zusammenhang mit der
Aufrechterhaltung von Selbsttoleranz beobachtet. Diese Art der Induktion von Zelltod ist auch
ein Effektormechanismus zur Elimination von Zielzellen durch das Immunsystem. Die
Induktion von Apoptose wurde sowohl für aktivierte T-Zellen, als auch für NK Zellen
beschrieben [17].
Des weiteren ist die Induktion von Zelltod ebenfalls Teil des Mechanismus, durch den
Immunreaktionen beendet werden. Sowohl aktivierte T-Zellen [18], als auch aktivierte B-
Zellen [19] sind empfindlich für Apoptose. Die Zellen können auf diesem Wege eliminiert
werden, nachdem sie ihre Aufgabe erfüllt haben.
Apoptose ist ein Prozeß, der sehr schnell und irreversibel abläuft (innerhalb von 12 bis 24
Stunden) und unter anderem durch die Bindung von spezifischen Liganden an Zelltod-
induzierende Rezeptoren (death receptor / DR) ausgelöst werden kann.
Einleitung
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1.3 Aktivierungsinduzierter Zelltod (AICD)
Wenn ein fremdes Antigen durch eine Immunantwort erfolgreich bekämpft wurde, dann
ist es im Rahmen dieser Reaktion zu einer Anreicherung spezifischer Zellen gekommen, die
nun nicht mehr benötigt werden. Die Funktion dieser expandierten lymphoiden Zellpopulation
muß dann kontrolliert in das Gedächtnis des Immunsystems eingefügt werden. Gleichzeitig
muß aber auch die Zahl der aktivierten Zellen reduziert werden, um wieder ein Gleichgewicht
(Homöostase) im System herzustellen. Wie oben beschrieben, ist die Induktion von Zelltod
ein Mechanismus zur Terminierung einer Immunreaktion. Für T-Zellen wurde schon vor
längerer Zeit beobachtet, daß die Stimulation dieser Zellen über den T-Zellrezeptor (TCR),
sowohl Proliferation und Differenzierung als auch Zelltod in diesen Zellen induzieren kann.
Es wurde gezeigt, daß die jeweilige Folge der Stimulation über den TCR abhängig vom
Aktivierungsgrad der Zellen war. In ruhenden Zellen führt die Stimulation über den TCR zu
einer Aktivierung der Zellen, in bereits aktivierten T-Zellen kann über den TCR Zelltod
induziert werden. Diese Form der Apoptose wurde als aktivierungsinduzierter Zelltod
(activation induced cell death / AICD) beschrieben [20, 21].
Für das Ende einer Immunreaktion durch Elimination der aktivierten Zellen über AICD
kann ein passiver und ein aktiver Mechanismus unterschieden werden. Während der passive
Mechanismus auf eine Abnahme oder ein Fehlen der aktivierenden Stimuli zurückzuführen
ist, benötigt der aktive Mechanismus die Neusynthese einer Reihe von Proteinen, deren
Expression durch das T-Zellrezeptorsignal induziert wird [22, 23]. Die Synthese der dafür
benötigten „Apoptosemaschinerie“, d.h. der Moleküle, die für die Induktion des Zelltodsignals
in der Zellen notwendig sind, wird über Transkriptionsfaktoren kontrolliert. Diese
Transkriptionsfaktoren sind auch für die Induktion der Aktivierung von T-Zellen notwendig.
Ihre Synthese wird ebenfalls durch solche Pharmaka blockiert, welche die Aktivierung von
Zellen inhibieren [24, 25]. Steht die Apoptosemaschinerie allerdings zur Verfügung, dann
haben aktivierungsinhibierende Pharmaka keinen Einfluß auf die Induktion von Zelltod [26,
27].
Für die Kontrolle der AICD und damit der Kontrolle des Immunprozesses sind über die
Expression der für den Apoptosesignalweg notwendigen Proteine hinaus aber noch weitere
kostimulatorische Signale relevant. Besonders das CD28 Signal, das durch Kreuzvernetzung
mit den physiologischen Liganden des Rezeptors von Antigen-präsentierenden Zellen (APC)
Einleitung
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induziert wird, scheint hier von Bedeutung zu sein. Solche Signale verhindern jedoch nicht die
Induktion von Apoptose, sondern zögern sie hinaus [28].
Das Signal des CD95 Rezeptors, das im folgenden genauer beschrieben wird, gilt als ein
entscheidendes für die Elimination aktivierter T-Zellen am Ende einer Immunreaktion. Dies
zeigt sich sehr deutlich in Tieren, die entweder keinen funktionellen CD95 Rezeptor (lpr-
Mäuse) oder CD95L (gld-Mäuse) exprimieren und in deren Lymphknoten und Milz sich B-
und T-Zellen anhäufen [29-31; zusammengefaßt in 32]. In gesunden Tieren wird der Rezeptor
sehr früh nach ihrer Aktivierung auf T-Zellen exprimiert [33]. Ebenso kommt es sehr früh im
Rahmen der Aktivierung zu einer Expression des Signal-induzierenden Liganden (CD95L)
[34], die jedoch nicht zu einer gegenseitigen Induktion von Zelltod führt [35]. Dieser
„Brudermord“ scheint zu diesem frühen Zeitpunkt durch Kontrollmechanismen verhindert zu
werden (siehe Abschnitt 1.5). Untersuchungen von Mäusestämmen mit mutiertem CD95
Rezeptor (lpr-Mäuse) oder mutiertem CD95L (gld-Mäuse) zeigten, daß der AICD der T-
Zellen dieser Mäuse gestört ist [36-38]. Die Funktionalität des CD95 Signalwegs ist ebenso
eine Voraussetzung für die besonderen Eigenschaften von immunprivilegiertem Gewebe [3].
Basierend auf diesen Beobachtungen wurde ein Modell entworfen, nach dem fremdes Gewebe
durch die Expression von CD95L vor einer Abstoßung durch T-Zellen geschützt wird, da die
attackierenden T-Zellen durch ihre Empfindlichkeit für Apoptose eliminiert werden. Durch
die spezifische Elimination der attackierenden Zellen könnte es möglich sein, Toleranz zu
erzeugen, ohne die übrigen Funktionen des Immunsystems zu beeinflussen. Diese Form der
Toleranzinduktion wurde als das Finden des Heiligen Grals der Transplantationsbiologie
bezeichnet [39]. Durch eine solche Therapie käme es nämlich nicht zu der Inhibition aller
Immunfunktionen, wie dies bei der pharmakologischen Immunsuppression der Fall ist,
sondern zu einer spezifischen peripheren Toleranz des Immunsystems gegenüber dem
transplantierten Organ.
1.4 Der CD95 Rezeptor und sein physiologischer Ligand
Der CD95 Rezeptor (APO-1 / Fas) wurde ursprünglich mit Hilfe von Antikörpern als ein
Zelloberflächenmolekül beschrieben, das in transformierten Zellen Apoptose induzieren kann
[40, 41]. Dieses Typ I Transmembranmolekül besitzt ein Molekulargewicht von 48 kDa und
gehört zur Nerven-Wachstumsfaktor/Tumornekrosefaktor (NGF/TNF) Rezeptorsuperfamilie
[42, 43]. Als ein Charakteristikum besitzen die Mitglieder dieser Rezeptorsuperfamilie etwa
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40 Aminosäuren große, sich drei bis sechs mal wiederholende, cysteinreiche Regionen in der
extrazellulären Domäne [44-46].
In der zytoplasmatischen Domäne zeigen dieser Superfamilie zugeordnete Rezeptoren im
allgemeinen keine Sequenzhomologien. Einige haben aber eine konservierte Domäne aus bis
zu 80 Aminosäuren nahe dem C-Terminus gemeinsam. Dieses Sequenzmotiv wird
Todesdomäne (death domain / DD) genannt und wurde bis jetzt in den Sequenzen von TNF
Rezeptor 1 (TNFR1) [47], CD95 Rezeptor [48], TRAMP/Apo-3 (DR3) [49-51], TRAIL-R1
(DR4) [52], TRAIL-R2 (DR5) [53, 54] und in der Sequenz von DR6 [55] gefunden
(TRAIL=TNF-related apoptosis inducing ligand). Das Sequenzmotiv ist für die Induktion von
Zelltod über diese Rezeptoren essentiell [56]. In der Sequenz des Membranproteins TRUNDD
(TRAIL receptor with a truncated DD) wurde zusätzlich eine nicht funktionelle, verkürzte
Form einer DD entdeckt [57]. Dieser Rezeptor gehört zur Unterfamilie der TRAIL-
Rezeptoren und ist als ein kompetitierendes Molekül (decoy receptor) beschrieben worden,
daß TRAIL wegfängt und damit die Bindung an die Signal-induzierenden TRAIL-Rezeptoren
verhindert.
Der CD95 Rezeptor wird von vielen Geweben und Zellinien schwach exprimiert.
Beispiele hierfür sind Thymus, Leber, Herz, Lunge, Niere und Ovarien [58]. Das Molekül
wird ebenso auf peripheren Lymphozyten exprimiert. Auf ruhenden, CD45R0+ T-Zellen kann
der CD95 Rezeptor in geringer Dichte nachgewiesen werden, auf aktivierten T- und B-Zellen
wird eine hohe Expression beobachtet [59, 60]. Eine Expression des Moleküls konnte auch
auf verschiedenen Tumorzellinien nachgewiesen werden.
Der physiologische Ligand des CD95 Rezeptors, der CD95 Ligand (FasL), wurde von
Suda et al. in der Maus und der Ratte kloniert [61]. Kurz darauf wurde auch das humane Gen
isoliert [1]. Der humane Ligand ist ein Typ II Membranmolekül mit einem Molekulargewicht
von 40 kDa. Die Aminosäuresequenz des CD95L zeigt in der extrazellulären, C-terminalen
Domäne deutliche Homologien zu anderen Proteinen der NGF/TNF Familie. Die größte
Übereinstimmung in der Sequenz des CD95L mit anderen Familienmitgliedern wurde für
TNF-α und TNF-β demonstriert [62]. Wie TNF-α [63, 64] kann CD95L proteolytisch durch
membranständige Matrixmetalloproteinasen (MMP) prozessiert werden [65]. Diese lösliche
Form des CD95L hat ein apparentes Molekulargewicht von 26 bzw. 29 kDa (unterschiedliche
Größen durch unterschiedlichen Grad der Glykosylierung) und ist als Homotrimer, wie auch
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TNF-α [66], in der Lage, Zelltod zu induzieren. Da auch die membranständige Form des
CD95L als Homotrimer nachgewiesen wurde [67], ist es möglich, daß diese Struktur nicht nur
für die Induktion von Apoptose in dafür empfindlichen Zellen notwendig ist, sondern auch die
Voraussetzung für die Prozessierung durch die MMP sein könnte.
Der CD95L wird vor allem von NK Zellen und aktivierten T-Zellen exprimiert [68-70]
und ist ein zytotoxisches Effektormolekül dieser Zellen. Für CD4+ T-Zellen ist es das einzige
zytotoxische Effektormolekül [71]. Das Molekül wird auch von aktivierten B-Zellen
exprimiert [19]. Die Expression des CD95L wurde außerdem in immunprivilegierten
Geweben nachgewiesen. Für das Auge [4] und den Hoden [3] wurde demonstriert, daß die
privilegierten Eigenschaften von der funktionellen Expression des CD95 Rezeptors und
CD95L abhängen. Aus diesen Beobachtungen entstand die Überlegung, daß der CD95L zur
Kontrolle von T-Zellimmunantworten nach Organtransplantationen als protektives Protein
eingesetzt werden könnte.
Der CD95L ist zusätzlich in der Lage, ein Signal an die CD95L+ Zelle selbst zu geben.
Versuche mit FasFc Fusionsproteinen, die aus der extrazellulären Domäne des CD95
Rezeptors und der konservierten Domäne von löslichem, humanem IgG bestanden [70],
zeigten, daß der CD95L bei der Regulation der Zellteilung in CD4+ T-Zellen eine Rolle spielt
[72]. Diese Beobachtung gibt einen Hinweis auf die Bedeutung der relativ großen
intrazellulären Domäne des CD95L, die besonders durch den hohen Anteil von Prolinresten
auffällt.
Verschiedene Krankheiten sind Folge von Defekten oder Fehlregulationen der CD95
Rezeptor-vermittelten Apoptose. Bei der Hashimoto-Thyreoiditis wird z.B. im Rahmen einer
Entzündungsreaktion das proinflammatorische Zytokin IL-1β freigesetzt. Dieses induziert in
den Thyrozyten, die den CD95L exprimieren, die Expression des CD95 Rezeptors. Durch
diese Koexpression kommt es zur Induktion von Apoptose in den Zellen [73]. Ebenso führt
die Expression des CD95L auf Keratinozyten bei toxischer epidermaler Nekrolyse (toxic
epidermal necrolysis / TEN oder Lyell´s Syndrome) zu einer Induktion von CD95 Rezeptor-
spezifischem Zelltod in diesen Zellen. Die Induktion von Apoptose in diesen Zellen kann
durch Antikörper blockiert werden [74]. Das CD95 Rezeptor/Liganden System ist auch an der
Zerstörung der Leber bei Hepatitis, sowohl nach Virusinfektion, als auch bei alkoholischer
Leberzirrhose, beteiligt [75]. Bei Kindern mit humanem Autoimmun-Lymphoproliferativem-
Syndrom (ALS), einer Krankheit, die in ihrem Phänotyp den Beobachtungen bei lpr- und gld-
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Mäusen entspricht, wurde gezeigt, daß eine Mutation im Gen des CD95 Rezeptors für einen
Defekt des Apoptosemechanismus dieser Patienten verantwortlich ist [76, 77]. Der über den
CD95 Rezeptor induzierte Zelltod ist auch an der Depletion von CD4+ T-Zellen in Folge einer
Infektion mit dem humanen Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1) beteiligt. und stellt, wie
schon vor dessen Beweis postuliert wurde [78], eine Form des AICD dar. Der CD95 Rezeptor
wird von T-Zellen infizierter Patienten in erhöhtem Maße exprimiert [79]. Neben der Virus-
induzierten Disregulation der CD95 Rezeptorexpression wird in infizierten T-Zellen, die
empfindlich für Apoptose sind, auch die Expression des CD95L induziert [80]. Die
Expression von Rezeptor und Liganden ermöglicht in diesen Zellen sowohl den
„Brudermord“ als auch den „Selbstmord“.
1.5 Das Signal des CD95 Rezeptors
Die Bindung des CD95L (als Trimer) an den CD95 Rezeptor ermöglicht dessen
Trimerisierung [81]. Diese ist für die Bildung des Todessignal-induzierenden-Komplexes
(death inducing signaling complex / DISC) notwendig [82]. Über die nun zugänglichen
Todesdomänen (death domain / DD) des Rezeptors wird die Assoziation des Proteins FADD
(Fas-associated death domain) / Mort 1 ermöglicht [83, 84]. Das Molekül FADD besitzt
ebenfalls eine Todesdomäne, die an jene DD des Rezeptorkomplexes bindet. Zusätzlich
besitzt es auch eine Zelltod-Effektordomäne (death effektor domain / DED), die an eine
analoge Tandemdomäne, d.h. ein sich wiederholendes Motiv, des Moleküls Caspase-8
/ FLICE (FADD-like ICE) /MACH (hebräisches Wort für verschlechtern) bindet [85, 86]. Die
DED der Caspase-8 ist ein typisches Beispiel für eine sehr verbreitete Proteinbindungsdomäne
(caspase recruitment domain / CARD), die bei mehreren Caspasen gefunden wird (Caspase-2,
-8, -9 und 10)[87]. Caspase-8 spaltet sich nach der Assoziation in den DISC selbst. Das
Spaltprodukt ist als aktivierte Caspase-8 in der Lage, durch die proteolytische Spaltung
weitere Caspasen zu aktivieren und das Signal zum Zelltod in einer Kaskade zu verstärken.
Die aktivierte Caspase-8 wirkt zusätzlich auf die Mitochondrienmembran und setzt
Cytochrom c frei [88]. Die Freisetzung verstärkt einerseits zusätzlich die Aktivierung weiterer
Caspasen in der Kaskade und reduziert auf diesem Wege die für die Ausführung des
Zelltodprogramms notwendige Schwellenkonzentration von aktivierter Caspase-8. Die
Freisetzung des Cytochrom c führt aber zum anderen auch zu der Zerstörung der
Elektronentransportkette und damit der ATP-Produktion in den Mitochondrien [89]. Bei
Blockade der Cytochrom c Freisetzung ermöglicht eine höhere Konzentration aktivierter
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Caspase-8 aber dennoch die Aktivierung der Caspasenkaskade. Die durch Spaltung aktivierten
Caspasen setzen proteolytisch weitere Substrate um. Von diesen sind zur Zeit etwa 40
verschiedene identifiziert, nur von wenigen ist jedoch die Funktion im Ablauf des
Zelltodprogramms bekannt [90].
Für die Induktion von Zelltod über den CD95 Rezeptor sind noch zwei weitere
Signalwege beschrieben. Der eine führt zur Aktivierung der Caspasenkaskade durch Spaltung
der Caspase-2. Diese Spaltung erfolgt nach Bindung der Procaspase-2 an den CD95
Rezeptorkomplex über die Proteine RIP (receptor interacting protein) [91] und RAIDD /
CRADD (RIP-associated CED-3-homologous protein with DD) / (caspase and RIP adaptor
with DD) [92, 93]. Diese beiden Proteine interagieren mit dem CD95 Rezeptor ebenfalls über
die DD. Der zweite Weg wird durch die direkte Bindung des Proteins DAXX an den CD95
Rezeptor initiiert und führt zu der Caspasenkaskade über die Aktivierung von Jun N-
terminalen Kinasen (JNK) [94]. Experimente mit FADD dominant negativen Zellen [95, 96]
und Tieren [97] zeigten jedoch, daß die Aktivierung von Caspase-8 über FADD essentiell für
einen funktionierenden Apoptoseapparat ist. Damit bleibt die genaue Bedeutung dieser FADD
unabhängigen Signale noch unbekannt.
Da die Ausführung des Zelltodprogramms in der Apoptose endet und damit fatale Folgen
für eine Zelle hat, gibt es eine Reihe von Kontrollmechanismen für diesen Signalweg. So ist
die Expression des Zelltod induzierenden Liganden CD95L z.B. auf spezielle Gewebe
beschränkt. In T-Zellen wird die Expression von einem Calcineurin und NFAT abhängigen
Promotor reguliert. Sie ist somit an die Aktivierung der Zelle gekoppelt [98]. Ein weiterer,
bereits in vitro untersuchter Kontrollmechanismus reguliert die Signalkaskade auf der Seite
der Targetzellen. Das Protein cFLIP / Casper (FLICE-inhibitory protein) / (Caspase-8-
related-protein) [99, 100] inhibiert z.B. die Aktivierung der Caspase-8. In T-Zellen wird die
Expression von cFLIP nach Aktivierung über den TCR heraufreguliert. Dies geschieht über
die Induktion der Expression des transmembranen Proteins TOSO [101]. Nach wenigen
Tagen der Aktivierung ist cFLIP in T-Zellen nicht mehr nachweisbar und damit die Blockade
des Signalwegs aufgehoben [99]. Weiter unterhalb in der Caspasenkaskade kann das
Apoptosesignal durch Proteine der IAP-Familie (inhibitor of apoptosis protein family)
moduliert werden. Beispiele für IAP´s sind die Proteine XIAP [102] und Survivin [103],
welche die Aktivität der terminalen Caspasen -3 und -7 inhibieren. Die antiapoptotischen
Proteine der Bcl-2-Familie [zusammengefaßt in 104], die verschiedene Apoptosesignalwege
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inhibieren, haben hingegen in vitro kaum eine Wirkung auf den CD95 Rezeptor-vermittelten
Zelltod. Während unter bestimmten Umständen z.B. Bcl-2 die Funktion des Cytochrom c für
den Apoptoseprozeß blockieren kann [88], zeigen Experimente mit überexprimiertem Bcl-2,
daß dieser inhibierende Effekt vom CD95 Rezeptorsignalweg umgangen werden kann und
auch in diesem Modell Zelltod beobachtet wird [105-107]. Es ist also möglich, daß dieser
Mechanismus vor der zufälligen Induktion von Zelltod schützt, den Signalweg des gezielten
programmierten Zelltods aber nicht beeinflußt.
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2 Material und Methoden
2.1 Lösungen und Puffer
Die angegebenen Lösungen und Puffer wurden alle, wenn nicht anders angegeben, mit H2O
(bidest) angesetzt.
Auftragspuffer (für RNA und DNA Agarosegele)
  0,25 % (w/v) Bromphenolblau
  0,25 % (w/v) Xylol Cyanol
30 % (v/v) Glycerol
Blocklösung (für Westernblot)
5 % (w/v) Milchpulver
0,1 % (v/v) Tween20
in PBS
Coomassie-Gebrauchslösung (zur Färbung von Protein SDS-PAGE)
1 g/l Coomassie Brillant Blue
3,6 % (v/v) Methanol
7,2 % (v/v) Essigsäure
Elektrodenpuffer (für SDS-PAGE)
  25 mM Tris pH 8,5
215 mM Glycin
    0,1 % (w/v) SDS
Laemmli-Puffer (Auftragspuffer für SDS-PAGE)
62,5 mM Tris pH 6,8
  6 % (w/v) SDS
30 % (v/v) Glycerol
15 % (v/v) β-Mercaptoethanol
  3 mM EDTA
  0,05 % (w/v) Bromphenolblau
Lysepuffer (zur Zellyse)
  1 % (w/v) NP-40




  1 mM PMSF
  5 mM EDTA












in H2O (pH 7,4)
Puffer I (für Westernblot)
    0,4 % (w/v) SDS
  60 mM Milchsäure
100 mM Tris, pH 8,4
Puffer II (für Westernblot)
    0,1 % (w/v) SDS
  15 mM Milchsäure
100 mM Tris, pH 8,4
Puffer III (für Westernblot)
  20 % (v/v) Methanol
  60 mM Milchsäure
  20 mM Tris, pH 3,8
Puffer IV (für Westernblot)
  20 % (v/v) Methanol
100 mM Tris, pH 10,4
Sammelgel (für SDS-PAGE)
0,126 mol/l Tris pH 6,8
5 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid
(30 : 1 in 30 % Glycerol)
0,1 % (w/v) SDS
0,25 % (v/v) TEMED
0,1 % (w/v) APS
Substrat (für AP-Färbung)
0,33 mg/ml Nitroblautetrazolin (NBT)
0,13 mg/ml 5 Brom-4-chlor-3-indolphosphat
0,013 mg/ml Phenanzinmethasulfat
Substratblocker (für AP-Färbung)
  20 mM EDTA
Substratpuffer (für AP-Färbung)
100 mM Tris pH 9,55
  25 mM Diethanolamin
100 mM Natriumchlorid
    2 mM Magnesiumchlorid
    2  µM Zinkchlorid
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TAE-Puffer (für DNA Agarosegelelektrophorese)
  0,04 M Tris
  0,11 % (v/v) Essigsäure
  1 mM EDTA
TBE-Puffer (10 x) (für DNA PAGE)
  0,9 M Tris-borat
  0,02 M EDTA
Tfb1-Puffer (für kompetente Zellen)
  30 mM K-Acetat
  50 mM MnCl2
100 mM RbCl
  10 mM CaCl2
  15 % (v/v) Glycerol
in H2O mit HCl auf pH 5,8 einstellen
Tfb2-Puffer (für kompetente Zellen)
  10 mM MOPS
  10 mM RbCl
  75 mM CaCl2
  15 % (v/v) Glycerol
in H2O mit HCl auf pH 6,8 einstellen
Trenngel (für SDS-PAGE)
0,375 M Tris pH 8,8
7,5-12,5 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid
(30 : 1 in 30% Glycerol)
0,1 % (w/v) SDS
0,15 % (v/v) TEMED
0,06 % (w/v) APS
2.2 Geräte
Agarosegelelektrophoresekammer: Wide Mini Sub Cell, Biorad (München)
Horizon 58 und Horizon 20-25, Gibco BRL,
(Karlsruhe)
Blotapparatur: Multiphor II, Pharmacia, (Uppsala, Schweden)
Brutschrank: Cytoperm, Heraeus (Hanau)
Durchflußzytometer: FACScan und FACStar, Becton Dickinson
(Heidelberg)
Magnetischer Zellseperator: Vario MACS, Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Szintillationsmeßgerät: 1205 Betaplate, LKB Wallac (Turku, Finnland)
SDS Gelelektrophoresekammer: Mini ProteanII, Biorad (München)
Spektralphotometer: Ultrospec II, Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Sterilwerkbank: Lamin-Air, Heraeus (Hanau)
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Thermocycler: Mini Cycler, MJ Research (Watertown, MA, USA)
Thermostat: Modell 5320, Eppendorf (Hamburg)
UV-Transilluminator: BioDocII, Biometra (Göttingen)
Eagle Eye II, Stratagene
Zellerntegerät: Pharmacia LKB (Uppsala, Schweden)
Zentrifugen: Kühlzentrifuge RC5C, Sorvall (Newton, IL, USA)
Biofuge 15,R Heraeus (Hanau)
Biofuge 15, Heraeus (Hanau)
Cyrofuge 6-4S, Heraeus (Hanau)
Megafuge 1.0, Heraeus (Hanau)
Varifuge 3.2RS: Heraeus (Hanau)
2.3 Material
2.3.1 Antikörper
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antikörper sind folgendermaßen aufgeführt:
Name, Bezeichnung
- Spezifität
- Herkunft (Spezies); Isotyp (bei mAb)
- Quelle (Firma bzw. Herkunftslabor)
- Verwendungszweck in dieser Arbeit
3B5
- erkennt CD8 Antigen (human) (32 kDa)
- mAb aus der Maus, TRI-COLOR konjugiert; IgG2a
- Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA
- verwendet zur Zellfärbung
Anti-HLA-DR
- erkennt HLA-DR, MHC-Klasse II, monomorphe Determinante (28-34 kDa)
- mAb aus der Maus; IgG2a
- Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
- verwendet zur Zellfärbung und Zellsortierung (MACS)
AICD4.1 (9A4)
- erkennt CD4 Antigen (human) (59 kDa)
- mAb aus der Maus; IgG1
- aufgereinigt aus Kultur des B-Zell-Hybridoms AICD4.1
- Klon freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. S.C. Meuer, Heidelberg




- erkennt CD8 Antigen (human) (32 kDa)
- mAb aus der Maus; IgG1
- aufgereinigt aus Kultur des B-Zell-Hybridoms AICD8.1
- Klon freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. S.C. Meuer, Heidelberg
- verwendet zur Zellfärbung und Zellisolation (Panning)
APO-1-3
- erkennt CD95 Antigen (APO-1 / Fas) (48 kDa), induziert Apoptose
- mAb aus der Maus; IgG3
- Bender MedSystems, Wien, Austria
- verwendet zur Zellfärbung und zur Induktion von Zelltod nach Kreuzvernetzung
B7 (L307.4)
- erkennt CD80 Antigen (B7.1 / BB-1) (60 kDa)
- mAb aus der Maus; IgG1
- Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
- verwendet zur Zellfärbung
BT 563
- erkennt CD25 Antigen (human), α-Kette des IL-2 Rezeptors (55 kDa)
- mAb der Maus; IgG1
- Biotest, Dreieich
- verwendet zur Zellfärbung
CD4-PE
- erkennt CD4 Antigen (55 kDa)
- mAb aus der Maus, PE konjugiert; IgG1
- Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
- verwendet zur Zellfärbung
G247-4
- erkennt CD95L (FasL), in der membranständigen (40 kDa) und löslichen Form (23 und 26 kDa)
- mAb aus der Maus; IgG1
- PharMingen, Hamburg
- verwendet zur Westernblot Analyse
HIS24
- erkennt CD45 Antigen der Ratte
- mAb der Maus; IgG2b
- PharMingen, Hamburg
- verwendet als Isotypkontrolle
L 243
- erkennt HLA-DR (MHC-Klasse II)
- mAb der Maus; IgG2a
- Becton Dickinson, San Jose, CA, USA




- erkennt CD8 Antigen (human) (32 kDa)
- mAb aus der Maus, FITC konjugiert; IgG1
- Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
- verwendet zur Zellfärbung
Leu-18a-FITC
- erkennt CD45RA Antigen (human) (220 kDa und 205 kDa)
- mAb aus der Maus, FITC konjugiert; IgG1
- Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
- verwendet zur Zellfärbung
MEM56
- erkennt CD45RA Antigen (human) (220 kDa und 205 kDa)
- mAb aus der Maus; IgG2b
- aufgereinigt aus Kultur des B-Zell-Hybridoms MEM56
- Klon freundlicherweise zur Verfügung gestellt von V. Horejsi, Prag, Tschechien
- verwendet zur Zellfärbung und Zellisolation (Panning)
NOK-1
- erkennt CD95L (FasL) (40 kDa)
- mAb aus der Maus, biotinyliert; IgG1
- PharMingen, Hamburg
- verwendet zur Zellfärbung und Zellsortierung
OKT3
- erkennt CD3ε-Kette (21 kDa) des humanen TCR/CD3-Komplexes
- mAb aus der Maus; IgG2a
- Ortho, Raritan, NJ, USA
- Stimulation von T-Zellen und Zellisolation (MACS)
SM 1/1
- erkennt CD95 Antigen (APO-1/Fas) (48 kDa), induziert Apoptose
- mAb aus der Maus; IgG2a
- Bender MedSystems, Wien, Austria
- verwendet zur Zellfärbung und zur Induktion von Zelltod nach Kreuzvernetzung
SM 1/23
- erkennt CD95 Antigen (APO-1/Fas) (48 kDa), blockiert Apoptose
- mAb aus der Maus; IgG2b
- Bender MedSystems, Wien, Austria
- verwendet zur Zellfärbung und zur Blockade von CD95 Rezeptor-vermittelten Zelltod
T199
- erkennt CD56 Antigen (human), NK Zellmarker
- mAb der Maus; IgG2b
- AppliChem, Darmstadt




- erkennt CD45R0 Antigen (human) (180 kDa)
- monoklonaler Antikörper aus der Maus; IgG2a
- aufgereinigt aus Kultur des B-Zell-Hybridoms UCHL1
- Klon freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. P.C.L. Beverley, Newbury, England
- verwendet zur Zellfärbung und Zellisolation (Panning)
W6/32
- erkennt HLA Klasse I, erkennt monomorphe Determinante auf HLA Klasse I Molekülen
- Ascites der Maus; IgG2a
- Serotec, Oxford, GB
- Stimulation, Zellfärbung
Verwendete Sekundärreagenzien in der FACS-Analyse
GαM-FITC
- erkennt Immunglobulin der Maus: IgG und IgM (schwere und leichte Kette)
- polyklonaler Antikörper aus der Ziege, Fluorescein konjugiert
- Dianova, Hamburg
SA-PE
- Streptavidin, Phycoerythrin konjugiert
- Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
SA-TRI-COLOR
- Streptavidin, TRI-COLOR konjugiert
- Caltag Laboratories, Burlingame, CA,USA
Blockierungsreagenzien
OCTAGAM
- Immunglobulin G vom Menschen
- OCTAPHARMA, Langenfeld
- verwendet zur Blockade von FcR-vermittelter  unspezifischer Ab-Bindung in der FACS-Analyse
Normales Maus Serum
- Normales Maus Serum
- Dianova, Hamburg
- verwendet zur Absättigung von freien Valenzen des GαM-FITC Ab in der FACS-Analyse
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2.3.2 Verwendete Kits und Enzyme
Annexin V-FITC Kit: Boehringer Ingelheim
Cytoscreen Human APO-1/Fas ELISA: BioSource Europe SA,
DOTAP Transfection Reagent: Boehringer Mannheim
Effectene Transfection Reagent: Qiagen, Hilden
Geneclean II Kit: BIO 101, La Jolla, CA, USA
Klenow-DNA-Polymerase: Pharmacia, Freiburg
Neuraminidase: Behringwerke AG, Marburg
Pfu DNA-Polymerase: Stratagene, Heidelberg
Proteinase K: Boehringer Mannheim
Phosphatase, alkaline: Boehringer Mannheim
QIAquick PCR Purification Kit: Qiagen, Hilden
QIAprep Plasmidpurification Kit: Qiagen, Hilden
RNeasy Mini Kit: Qiagen, Hilden
Restriktionsenzyme: Boehringer Mannheim
Reverse Transkriptase: aus Moloney-Murine Leukemia Virus
Stratagene, Heidelberg
sFas Ligand ELISA Kit: MBL, Naka-ku Nagoya, Japan
Taq DNA-Polymerase: Qiagen, Hilden
T4-DNA Ligase: Boehringer Mannheim
2.3.3 Verbrauchsmaterial
FACS-Röhrchen: Falcon / Becton Dickinson, NJ, USA
Gewebekulturschalen, 90 mm: Nunc, Wiesbaden
Gewebekulturflaschen: Corning Costar, Bodenheim
Mikrotiterplatten, 96well: Rundboden: Nunc, Roskilde, Dänemark
Flachboden: Nunc, Roskilde, Dänemark
Spitzboden: Nunc, Roskilde, Dänemark
Multischalen, 24well, Flachboden: Nunc, Wiesbaden
Multischalen, 6well, Flachboden: Becton Dickinson, NJ, USA
Pipettenspitzen: Sarstedt, Nümbrecht
Reaktionsgefäße, 1,5 ml: Sarstedt, Nümbrecht




Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellen und Zellinien sowie die meisten
Stimulationsexperimente wurden im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO2-Partialdruck und 95 %
gesättigter Wasserdampfatmosphäre durchgeführt.
2.4.1 Zellkulturmedien
Als Standardkulturmedien wurden RPMI 1640 und DMEM verwendet. RPMI-Kulturen
wurden bei einem CO2-Partialdruck von 5 %, DMEM-Kulturen bei 10 % kultiviert. Die
Medien wurden mit FCS, 4 mM L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin und 50µg/ml Streptomycin
supplementiert. Das FCS wurde vor Gebrauch 30 min bei 56°C denaturiert. Als Waschmedien
wurden das Hepes-gepufferte TC 199, pH 7,3 und PBS, pH 7,2 verwendet.
2.4.2 Zellinien
2.4.2.1 293 Zellen
Die Zellinie HEK293 ist eine humanen, embryonale Nierenzelle, die mit dem Adenovirus
Type 5 (Ad 5) transformiert ist. Der HLA-Typ der 293 Zellen wurden durch PCR-Typisierung
der Blutbank der MHH bestimmt (HLA A3 B7 C7). Diese Zellen wurden in RPMI 1640 mit
10 % FCS und den oben angegebenen Supplementen kultiviert. Die fibroblastenartigen Zellen
wachsen als Zellrasen. Die Zellen wurden mit PBS mit 0,02 % EDTA für die Versuche vom
Boden der Kulturflaschen abgelöst.
2.4.2.2 COS7 Zellen
Die Zellinie COS7 ist eine aus Affen (African green monkey) stammende, mit einer ori-
defizienten SV-40 Mutante transformierte Nierenzellinie. Sie wurde aus CV-1 Zellen
etabliert. Diese Zellen wurden in DMEM mit 20 % FCS und den oben angegebenen
Supplementen kultiviert. Die fibroblastenartigen Zellen wachsen als Zellrasen. Die Zellen
wurden mit PBS mit 0,02 % EDTA für die Versuche vom Boden der Kulturflaschen abgelöst.
2.4.2.3 Jurkat Zellen
Die Zellinie Jurkat ist eine humane, leukämische T-Zellinie, die aus peripherem Blut isoliert
worden ist. Die Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10 % FCS und den oben angegebenen




Die L923 Zellen sind murine Fibroblasten aus Bindegewebe. Die Zellen wurden in RPMI
1640 mit 10 % FCS und den oben angegebenen Supplementen kultiviert. Die Zellen wachsen
als Zellrasen. Sie wurden mit PBS mit 0,02 % EDTA für die Versuche vom Boden der
Kulturflaschen abgelöst.
2.4.2.5 Raji Zellen
Die Zellinie Raji ist eine humane B-Zellinie, die aus einem Burkitt Lymphom isoliert worden
ist. Die Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10 % FCS und den oben angegebenen
Supplementen kultiviert. Die Zellen wachsen in Suspension als Einzelzellen.
2.4.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zum Einfrieren wurden 107 Zellen/ml Kulturmedium mit 20 % FCS in Eis auf 0°C gekühlt,
mit einem gleich großen Aliquot von 20 % DMSO in Kulturmedium mit 20 % FCS versetzt
(⇒ final 5x106 Zellen/ml Kulturmedium mit 20 % FCS und 10 % DMSO) und in
Kryoröhrchen überführt. Die Kryoröhrchen wurden in einem auf 4°C vorgekühlten Behälter
mit einem Isopropanol/Butanol Gemisch über Nacht bei -80°C gelagert. Am nächsten Tag
wurden die Kryoröhrchen zur längeren Lagerung in ein Dewargefäß mit flüssigem Stickstoff
überführt.
Zum Auftauen wurden die Zellen dem Stickstoffgefäß entnommen und im Kryoröhrchen bei
Handwärme aufgetaut. Danach wurden sie sofort in 10 ml Medium resuspendiert und
abzentrifugiert (8 min bei 1200 UpM, Raumtemperatur). Das Pellet wurde erneut in 10 ml
Medium resuspendiert und abzentrifugiert. Hierauf wurden die Zellen in 10 ml Medium
aufgenommen und im Brutschrank inkubiert. Nach einem Tag wurde ein Mediumwechsel
vorgenommen.
2.4.4 Zellzählung und Vitalitätsbestimmung
Zellzahlbestimmungen erfolgten in einer Neubauer-Kammer. Hierzu wurde ein kleiner Teil
der Zellsuspension 1+1 mit Trypanblau (0,08 % in PBS) gemischt und nur die nicht gefärbten
Zellen gezählt. Während lebende Zellen Trypanblau aktiv ausscheiden, sind tote oder
geschädigte Zellen dazu nicht mehr in der Lage und färben sich blau.
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2.5 Isolierung von lymphoiden Zellen aus humanem Blut
2.5.1 Separation von T-Zellen durch Schaferythrozyten-
Rosettierung
Durch eine Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll (Ficoll-PaquePLUS / Pharmacia
Biotech) wurden periphere mononukleäre Blutzellen (PBMC = Lymphozyten und Monozyten)
aus menschlichem Blut isoliert [108]. Für die Separation von B- und T-Zellen aus dieser
Zellpopulation wurde die Rosettentechnik mit Schaferythrozyten (SRBC) angewandt. Die
Rosettenbildung wird durch die Bindung von SRBC an das humane CD2 Antigen ermöglicht.
Da das CD2 Molekül von allen T-Zellen, nicht aber von B-Lymphozyten an der
Zelloberfläche exprimiert wird, und diese Rosetten durch eine erneute Dichtegradienten-
zentrifugation mit Ficoll isoliert werden können, ist es möglich, T-Zellen von anderen
mononukleären Zellen des Blutes zu trennen [109].
Das Blut, das von der Blutbank der MHH in Form von Buffy Coats zur Verfügung gestellt
wurde, wurde mit 1 ml Liquemin (Na-Heparin / 500 I.E.) als Antigerinnungsfaktor versetzt
und mit TC199 verdünnt (auf ca. 120 ml aufgefüllt). Für die Dichtegradientenzentrifugation
wurden jeweils 10 ml Ficoll in 50 ml Röhrchen mit der Blut-Mediumgemisch überschichtet.
Nach einer Zentrifugation (400 x g, 30 min, RT) wurde die Phase oberhalb des Ficolls, in der
sich die PBMC befinden, abgenommen und zweimal mit TC199 gewaschen. Nach der
Bestimmung der Zellzahl und Vitalität wurden die Zellen auf eine Dichte von 6,6x106
Zellen/ml in TC199 mit 10 % FCS eingestellt. Die SRBC wurden 30 min bei 37°C mit
Neuraminidase (20 U/109 Zellen/ml TC199) behandelt, zweimal mit TC199 gewaschen und in
einer Dichte von 109 Zellen/ml in TC199 aufgenommen. Auf 9 Teile der
Lymphozytensuspension wurde 1 Teil der Neuraminidase-behandelten SRBC gegeben, die
Mischung 10 min bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert, bei RT zentrifugiert (15 min
200 x g) und 30 min auf Eis gestellt. Anschließend wurden die Zellen vorsichtig resuspendiert
und mit 10 ml Ficoll unterschichtet. Nach erneuter Zentrifugation (400 x g, 30 min, RT)
befanden sich die rosettierten E+ Zellen im Sediment, während die E- Zellen (B-Zellen und
Monozyten) eine Bande an der Grenzschicht zwischen Ficoll und Medium bildeten. Der
Überstand wurde abgenommen (non-T-Zellfraktion) und das Zellsediment in 10 ml auf 37°C
erwärmten Lysereagenz (0,14 M NH4Cl, 0,25 mM EDTA, 5 mM KHCO3, pH 7,5)
resuspendiert. Die osmotische Lyse der SRBC in der Zellsuspension konnte durch den
Material und Methoden
24
Umschlag von einer trüben (Schafhämoglobin in Erythrozyten gebunden) zu einer klaren
Lösung (Schafhämoglobin durch Erythrozytenlyse freigesetzt) beobachtet werden. Die E+
Zellen wurden anschließend erneut zweimal in TC199 gewaschen und über Nacht in 30 ml
RPMI 1640 im Brutschrank (37°C, 5 % CO2 Partialdruck und 95 % gesättigter Wasserdampf-
atmosphäre) in Kulturflaschen inkubiert, um verunreinigende, plastikadhärente non-T-Zellen
zu entfernen.
2.5.2 Isolierung von T-Zellsubpopulationen durch Panning
Zur Auftrennung von T-Zellen in Subpopulationen wurde die Panningtechnik [110]
verwendet, welche die Depletion von Subpopulationen und damit eine negative Selektion
ermöglicht. Nach Inkubation mit Antikörpern gegen bestimmte Oberflächenmarker wurden
die Ag-positiven Zellsubpopulationen an eine mit Sekundärantikörpern beschichtete
Plastikschale gebunden. Die Ag-negativen Zellsubpopulationen sedimentierten zwar ebenfalls
auf dem Schalenboden, konnten aber durch vorsichtiges Schwenken der Schale wieder
resuspendiert werden.
Zur Beschichtung mit Sekundärantikörpern wurden die Kulturschalen (∅ 90 mm) mit 30 ml
einer Ziege-anti-Maus Ig (GαM) Verdünnung (10 µg/ml) über Nacht bei 4°C inkubiert, dann
zweimal mit PBS und einmal mit PBS + 1 % FCS gewaschen. Aus den T-Zellpopulationen
wurden CD4+ bzw. CD8+ oder deren CD45RA+ bzw. CD45R0+ Subpopulationen
angereichert. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit den entsprechenden mAb (siehe
Abschnitt 2.3.1) bei einer Konzentration von 1 µg mAb/107 Zellen/ml in TC199 + 10 % FCS
30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit TC199 gewaschen
und in einer Dichte von 3x106 Zellen/ml in PBS + 5 % FCS aufgenommen. 12,5 ml
Zellsuspension wurden auf eine der mit GαM beschichten Plastikschalen gegeben und diese
für 2h bei 4°C inkubiert. Nach vorsichtigem Schwenken der Schalen wurde der Überstand und
die sich darin befindende, depletierte T-Zellpopulation abgenommen und die Zellen zweimal
mit Kulturmedium gewaschen und die Zellzahl und Vitalität bestimmt. Die Separation der
Zellpopulationen wurde durchflußzytometrisch überprüft. Die Anreicherung lag in der Regel
bei über 95 %.
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2.5.3 Isolierung von NK Zellen durch MACS
Mit Hilfe des MACS (Magnetic Cell Sorting) ist es möglich, Zellsubpopulationen aus
Gesamtpopulationen anzureichern. Im Rahmen dieser Arbeit wurden NK Zellen aus der E+
Population von PBMC Kulturen aus Blutkonserven in einer Negativselektion isoliert. Durch
Depletion der CD3+ und HLA-DR+ Zellen aus dieser Kultur wurden NK Zellen angereichert.
E+ Zellen wurden auf 5x107 Zellen/ml in TC199 mit 5 % FCS eingestellt und mit 3 µg/ml
OKT3 mAb und 10 µg/ml HLA-DR (anti-HLA-DR) für 30 min auf Eis vorinkubiert und
anschließend zweimal gewaschen. Dann wurden Zellen auf 108 Zellen/ml in MACS-Puffer
mit magnetischen GαM-beads (1:5 verdünnt) eingestellt und 15 min auf Eis kultiviert. Nach
erneutem Waschen der Zellen wurden diese durch eine G23 Nadel auf eine mit Puffer
equilibrierte CS-Säule geladen. Während sich die Säule im MACS befand, wurden die
CD3-/HLA-DR- Zellen mit MACS-Puffer eluiert und wiederum gewaschen. Zur Separations-
kontrolle wurden die isolierten Zellen durchflußzytometrisch analysiert.
2.6 Stimulation von T-Zellen
Isolierte T-Zellen wurden, abhängig von der Fragestellung, mit unterschiedlichen Stimuli
aktiviert. Um die Zellen spezifisch mit Alloantigen zu aktivieren, wurden diese entweder in
gemischte Lymphozytenkulturen (MLC) mit bestrahlten non-T-Zellen inkubiert oder mit be-
strahlten 293 Transfektanten als Stimulatorzellen kokultiviert. Für eine polyklonale Akti-
vierung der T-Zellen wurden diese in Anwesenheit von verschiedenen Reagenzien kultiviert.
2.6.1 Erzeugen von spezifischen Effektorzellen / Aktivierung durch
Alloantigen
Für eine Aktivierung von T-Zellen durch allogene Transfektanten wurden 293pcDNA Zellen
(Vektorkontrollzellen) als Stimulatorzellen eingesetzt. Die Zellen wurden zweimal mit TC199
gewaschen und von einer γ-Strahlenquelle mit einer Energie von 100 Gy bestrahlt. Nach
erneutem Waschen wurden diese Zellen auf 2x106 Zellen/ml Kulturmedium eingestellt.
Ebenso wurden die isolierten T-Zellen auf 2x106 Zellen/ml Kulturmedium eingestellt. Für die
Kultur wurden die beiden Zelltypen zu gleichen Teilen gemischt und in aufrecht stehenden
25 cm2 Gewebekulturflaschen mit IL-2 (20 U/ml) für sieben Tage im Brutschrank inkubiert.
Nach drei oder vier Tagen wurden 5-7 ml des Kulturüberstands abgenommen und durch
frisches Kulturmedium mit IL-2 ersetzt. Aus diesen Kulturen wurden lebende Zellen durch
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eine Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll isoliert und die Zellen anschließend zweimal
mit TC199 gewaschen. Obwohl die 293 Zellen mit einer sehr hohen Dosis bestrahlt wurden,
befanden sich in der Fraktion der lebenden Zellen immer noch, wenn auch in deutlich
geringerer Zahl, 293 Zellen. Höhere Strahlendosen, um dieses Überleben der Stimulatorzellen
auszuschließen, waren nicht möglich, da diese die stimulatorischen Eigenschaften der 293
Zellen negativ beeinflußten. Für die Aktivierung von T-Zellen mit bestrahlten 293 Zellen
wurden nur T-Zellen von HLA-typisierten Blutspendern isoliert, deren MHC-Klasse I sich
mindestens im HLA-A Locus von dem der 293 Zellen unterschied.
Für die Aktivierung der T-Zellen mit non-T-Zellen in einer MLC wurden die T-Zellen auf 106
Zellen/ml eingestellt und mit der gleichen Zellzahl bestrahlter non-T-Zellen (30 Gy) für sechs
bis sieben Tage im Brutschrank kultiviert.
2.6.2 Polyklonale Aktivierung von T-Zellen
Als polyklonale Stimuli zur Aktivierung von T-Zellen wurden IL-2 und Phytohämagglutinin
(PHA) verwendet. Entsprechend der MLC-Ansätze wurden die T-Zellen während der
Aktivierung in einer Konzentration von 106 Zellen/ml Kulturmedium inkubiert. IL-2 wurde in
einer Konzentration von 20 U/ml, PHA in einer Konzentration von 1 µg/ml supplementiert.
Ebenso wurde bei dieser Art der Stimulation nach drei oder vier Tagen ein Teil des
Kulturüberstands abgenommen und durch frisches Kulturmedium mit den entsprechenden
Supplementen ersetzt. Wurden die aktivierten Zellen für weitere Zellkulturexperimente
benötigt, so wurden lebende Zellen aus diesen Kulturen durch eine Dichtegradienten-
zentrifugation mit Ficoll isoliert und die Zellen anschließend zweimal mit TC199 gewaschen.
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2.7 Induktion von Apoptose
2.7.1 Apoptoseinduktion durch Kreuzvernetzung von CD95 mAb
Apoptose läßt sich in einigen CD95+ Zellen durch Kreuzvernetzung von Zelltod-
induzierenden CD95 mAb auslösen. Hierfür wurden flachbödige Mikrotiterplatten mit GαM
Ab (3 µg/ml PBS) über Nacht bei 4°C inkubiert, dann anschließend zweimal mit PBS
gewaschen. Zellen, in denen Apoptose induziert werden sollte, wurden mit TC199 gewaschen
und mit dem Zelltod-induzierenden mAb SM1/1 (12,5 µg/ml TC199) für 30 min auf Eis
inkubiert. Die Zellen wurden nach einem Zentrifugationsschritt (200 x g, 10 min RT) auf
105 Zellen/ml Kulturmedium eingestellt und 2x105 Zellen / Ansatz für 6 oder 16 h im
Brutschrank inkubiert. Die Induktion von Zelltod wurde durchflußzytometrisch analysiert
(siehe Abschnitt 2.8.1 für 16 h Ansätze und 2.8.2 für 6 h Ansätze).
2.7.2 Apoptoseinduktion durch CD95L
CD95 Rezeptor-vermittelte Apoptose wurden in humanen Zellen u.a. durch den CD95L
induziert. Die Zielzellen wurden hierfür gewaschen und auf 2x105 Zellen /ml Kulturmedium
eingestellt. In einer Induktionsphase von 16 h wurden jeweils 2x105 Zielzellen entweder mit
2x105 Effektorzellen oder mit Kulturüberstand von transfizierten Zellen im Brutschrank
inkubiert. Als Effektorzellen dienten die unterschiedlichen CD95L transfizierten Zellinien und
die jeweiligen Kontrollzellinien. Die Induktion von Zelltod wurde durchflußzytometrisch




Zur Testung von zytolytischer Aktivität von Effektorzellen, bzw. dem Schutz von Zielzellen
vor Zytolyse durch Effektorzellen wurden verschiedene Testsysteme verwendet. Entsprechend
des zu untersuchenden Mechanismus wurde das Testsystem gewählt.
2.8.1 Propidiumiodidfärbung
Sterbende Zellen verlieren in zunehmendem Maße ihre Membranintegrität. Diese Eigenschaft
kann zur Detektion dieser Zellen genutzt werden. Propidiumiodid (PI) ist ein interkalierender
Farbstoff, der in die DNA-Helix einlagert und nach Anregung durch einen Laser mit λ=488
nm Licht mit einer Wellenlänge 610 - 650 nm (rot) emittiert. In der FACS-Analyse entspricht
dies der Wellenlänge, die in der Fluoreszenz 2 (FL2) detektiert wird. Über den Anteil toter
(PI+) Zellen kann in Zytotoxizitätstests die beobachtete spezifische Apoptose nach folgender
Formel berechnet werden:
(% PI+exp - % PI
+
spontan)
% spezifische Apoptose =    x 100
(100 - % PI+spontan)
Zur Färbung wurden gewaschene Zellen in 190 µl FACS Waschmedium und 10 µl einer PI-
Lösung (20 µg/ml) für die Messung zugegeben. Daraus ergab sich eine finale PI-
Konzentration von 1 µg/ml. Bei der Messung im FACScan erschienen die toten Zellen als
distinkte Population im PI+ Bereich mit vermindertem Vorwärtsstreulicht im Vergleich zu den
vitalen PI- Zellen.
2.8.2 Annexin V-Färbung
Apoptotische Zellen zeigen, wie oben beschrieben, sehr schnell einen Verlust der Asymmetrie
der Phospholipidmembran. Hierdurch kommt es zur Expression von Phosphatidylserinen an
der Zelloberfläche. Das Protein Annexin V bindet an diese Phosphatidylserine. Diese
Bindungseigenschaft wird bei dem Annexin V-FITC Kit ausgenutzt, um apoptotisch sterbende
Zellen zu einem sehr frühen Zeitpunkt durchflußzytometrisch zu detektieren.
Zur Messung wurden die Zellen mit dem vom Hersteller mitgelieferten Bindungspuffer
zweimal gewaschen und mit 2,5 µl rekombinantem, FITC-markiertem Annexin V in 100 µl
Bindungspuffer für 10 min bei RT inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurden die
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Zellen in 200 µl Bindungspuffer aufgenommen, in FACS-Röhrchen überführt und mit einem
FACScan gemessen.




Dieses Testsystem beruht auf der Tatsache, daß 51Cr bei der Inkubation von geeigneten Zellen
mit einer radioaktiven Natriumchromatlösung (Na2[
51Cr]O4) an Membranproteine bindet.
Durchlaufen so markierte Zellen einen apoptotischen Prozeß, verlieren diese ihre
Membranintegrität und geben Membranvesikel an den Überstand ab. Aus der detektierten
Radioaktivität des Überstands läßt sich eine spezifische Lyse errechnen.
106 Zielzellen wurden dreimal mit TC199 gewaschen, um an der Oberfläche gebundenes FCS
aus dem Kulturmedium zu entfernen. Die Zellen wurden mit 100 µCi 51Cr-Lösung für 60 min
bei 37°C inkubiert. Nach 30 min wurden die Zellsuspensionen durch vorsichtiges Schütteln
resuspendiert. Nach dem Markierungsvorgang wurden die Zellen mit TC199 , das 5 % FCS
enthält, gewaschen, um nicht gebundenes 51Cr zu entfernen.
In Spitzboden-Mikrotiterplatten wurden 104 Zielzellen mit Effektorzellen in 200 µl Medium
im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Nach 4 h und nach 20 h wurden jeweils
Aliquots von 20 µl auf Filtermatten pipettiert. Die Matten wurden in einem Wärmeschrank
getrocknet und mit Szintillatorflüssigkeit getränkt. Diese ermöglicht die Messung des
β-Strahlenanteils des γ-Strahlers 51Cr mit einem Betaplate Szintillationszähler (Wallac). Die
spezifische lytische Aktivität der Effektorzellen berechnet sich nach folgender Formel:
(cpmexp - cpmspontan)
% spezifische Lyse =    x  100
(cpmmax - cpmspontan)
Hierbei entspricht cpmexp der gemessenen Isotop-Freisetzung in den Ansätzen mit
Effektorzellen. Die maximale 51Cr-Freisetzung (cpmmax) entspricht der Aktivität des
Überstands aus Ansätzen, in denen die Zielzellen durch das Detergenz Triton x-100
vollständig lysiert wurden. Zur Bestimmung der Spontanfreisetzung (cpmspontan) wurde der
Überstand aus Ansätzen gemessen, in denen die Zielzellen nur mit Kulturmedium inkubiert
wurden. Es wurden nur solche Versuch ausgewertet, in denen die Spontanfreisetzung bei




Die Proliferation von Zellen kann über die Inkorporation von [3H]-Thymidin in die DNA
gemessen werden. Das exogene, Tritium-markierte Thymidin wird von Zellen während der
S-Phase des Zellzyklus in die DNA eingebaut. Inkorporierte Aktivität kann mit einem
Betaplate Szintillationszähler (Wallac) bestimmt werden.
In Mikrotiterplatten werden 105 T-Zellen in 200 µl Kulturmedium stimuliert und im
Brutschrank kultiviert. Zur Bestimmung der Proliferationsrate zu einem gewünschten
Zeitpunkt wird zu den Zellen 1 µCi [3H]-TdR in 50 µl Kulturmedium gegeben und diese für
weitere 16 h im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf dieser Inkubationszeit werden die Zellen
mit einem Zellerntegerät geerntet. Bei diesem Prozeß werden die Zellen mit destilliertem
Wasser osmotisch aufgeschlossen und die Lysate mit einer Vakuumpumpe durch eine
Glasfasermatte gesaugt. Die chromosomale DNA der Zellen bleibt an der Glasfasermatrix der
Filtermatte haften und die Aktivität des eingebauten [3H]-TdR kann nach dem Trocknen der
Matte und dem Einschweißen in einer Plastikhülle zusammen mit 10 ml Flüssigkeits-
Szintillations-Analysator (LKB Beta-Plate) über die Zählimpulse pro Minute (cpm) der




2.10 Transfektion von Säugetierzellen mit der cDNA des CD95L
2.10.1 Verwendete Plasmidvektoren
Für die Expression der humanen CD95L in eukaryontischen Zellinien wurden zwei
unterschiedliche Plasmidvektoren verwendet.
Der eine Plasmidvektor, CMV-h95L, enthielt die klonierte cDNA des humanen CD95L unter
der Kontrolle des CMV-Promotors und ist ein Derivat des Expressionsvektors pcDNA3
(Invitrogen). Dieser starke Promotor ermöglicht die konstitutive Überexpression von Genen in
eukaryontischen Zellen. Das Vektorkonstrukt wurde von der Arbeitsgruppe von J. Tschopp
(Lausanne) freundlicherweise zur Verfügung gestellt.
Der zweite Plasmidvektor, Mx-ORF, ist ein Derivat des Vektors Mx-c-fosD [111] und wurde
von der Arbeitsgruppe U. Rüther (Hannover) zu Verfügung gestellt. Dieser Vektor
ermöglichte die Überexpression von Genen unter der Kontrolle des IFN-α/β induzierbaren
Mx-Promotors. Für die IFN-α/β induzierbare Expression des humanen CD95L wurde die
cDNA des Liganden, wie in Abschnitt 2.10.2 beschrieben, in diesen Vektor kloniert.
2.10.2 Konstruktion des Leervektors pcDNA3
Der  Leervektor pcDNA3 wurde aus dem Plasmid CMV-h95L generiert, indem das Insert, das
Gen des humanen CD95L, aus diesem Vektor mit dem Restriktionsenzym EcoR I
herausgeschnitten wurde. Die Fragmente der Restriktion wurden in einem low melting
Agarosegel (0,8 %) aufgetrennt und die Vektor DNA aus der Agarose mit dem Geneclean II
Kit (BIO 101) entsprechend der Vorschriften des Herstellers eluiert. Der Vektor wurde dann
religiert (2.19.1) und in E. coli transformiert (2.19.3).
2.10.3 Konstruktion des Mx-h95L Plasmidvektors
Von der Arbeitsgruppe U. Rüther (Hannover) wurde das Plasmid Mx-ORF zur Verfügung
gestellt. Zur Konstruktion des Mx-h95L Plasmidvektors wurde zunächst in einem
Restriktionsverdau das ORF Gen aus dem Vektor mit dem Restriktionsenzym EcoR I
geschnitten und anschließend die überhängenden Enden der DNA mit der Klenow Polymerase
aufgefüllt. Die linearisierte DNA wurde mit dem QIAquick Kit aufgereinigt, mit dem
Restriktionsenzym Nhe I geschnitten und die Fragmente in einem low melting Agarosegel
(0,8 %) aufgetrennt. Gleichzeitig wurde der CMV-h95L Vektor mit dem Restriktionsenzym
Material und Methoden
32
BamH I linearisiert, mit Klenow Polymerase aufgefüllt, nach der Aufreinigung mit dem
QIAquick Kit mit dem Restriktionsenzym Xba I geschnitten und die gewonnenen Fragmente
ebenfalls in einem low melting Agarosegel (0,8 %) aufgetrennt. Die DNA des Plasmids mit
dem Mx-Promotor und der DNA des hCD95L Gens wurde aus der Agarose mit dem
Geneclean II Kit (BIO 101) eluiert. Die Konzentrationen der DNA wurden photometrisch
bestimmt [112] und auf 1µg/ml eingestellt.
Die beiden DNA Fragmente wurden mit dem Enzym T4-Ligase ligiert (2.19.1) und der Ansatz
zur Transformation von E. coli eingesetzt (2.19.3). Aus verschiedenen Klonen wurde nun in
Minipreps [112] Plasmid DNA isoliert und nach Restriktionsanalyse ein Klon ausgesucht, der
das Insert in der richtigen Orientierung für eine Expression enthielt.
2.10.4 Transfektion von 293 Zellen
293 Zellen wurden mit Hilfe des Transfektionsreagenz Effectene (Qiagen) transfiziert. Hierbei
handelt es sich um ein nicht-Liposomen Lipidreagenz, das DNA besonders effizient
kondensiert und diese in Micellen durch die Plasmamembran schleust.
Die zu transfizierenden Zellen wurden auf 2,5x105 Zellen/ml Kulturmedium eingestellt und
jeweils 4 ml in 6well Multischalen ausgesät. 1,25 µg DNA wurden in 100 µl Puffer gelöst und
3,2 µl Enhancer zugegeben. Nach dem kurzen Durchmischen der Lösung mit einem Vortex
wurde die Suspension 5 min bei RT inkubiert. 10 µl Effectene-Transfektionsreagenz wurden
zu der Lösung gegeben und diese wiederum mit dem Vortex durchmischt. Nach 10 min
Inkubation bei RT wurde das Gemisch in 60 µl Kulturmedium aufgenommen und auf die
Zellen gegeben. Die transfizierten Zellen wurden nach 72 h Kultur im Brutschrank für weitere
Versuche verwendet.
Die Expression des CD95L in Mx-h95L Zellen wurde 48 h nach der Transfektion mit
1000 U/ml humanem IFN-α (293 Transfektanten) oder murinem IFN-α/β (L929
Transfektanten) induziert und die Zellen ebenfalls nach 72 h für weitere Versuche verwendet.
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2.10.5 Selektion von 293h95L Zellen, die den CD95L in hoher Dichte
stabil an der Zelloberfläche exprimieren
Die Transfektionsstrategie zur Selektion von 293h95L Zellen, die den CD95L in hoher Dichte
stabil an der Zelloberfläche exprimieren, ist in folgendem Flußdiagramm dargestellt:
Durchflußzytometrisches
Sortieren von CD95++ 
Zellen mit FACStar








72 h Inkubation in Kulturmedium




CD95++ Klonen mit FACS
14 - 21 d Kultur in 
Selektionsmedium mit G418
Abbildung 2.1: Klonierungsstrategie
Zur gleichen Zeit wurde eine Zellinie etabliert, die stabil mit dem Leervektor pcDNA3




Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Kits (QIAGEN) isoliert. Für diese Isolierung
wurden Zellen in PBS gewaschen, in einem mitgelieferten Puffer lysiert und mit dem
QIAshredder (QIAGEN) homogenisiert. Die QIAshredder-Säulen enthalten ein Sieb, durch
welches Zellysat zentrifugiert wurde. Das homogenisierte Lysat wurde auf eine mit einer
RNA-bindenden Matrix gepackten Zentrifugationssäule gegeben. Die RNA wurde mit
mitgelieferten Puffern gewaschen und in DEPC-behandeltem H2O eluiert. Die RNA wurde bei
-80°C aufbewahrt.
Die so gewonnene Gesamt-RNA wurde zur Konzentrationsbestimmung photometrisch
untersucht. Ein Aliquot von 5 µl wurde 1:250 verdünnt, und ein Extinktionsspektrum von 240
bis 300 nm aufgenommen. Aus der Extinktion bei 260 nm wurde die RNA-Konzentration be-
stimmt (1 OD ≈ 40 µg/ml bei einer Schichtdicke von 1 cm) [112]. Der Quotient aus den
Extinktionen bei 260 und 280 nm dient zur Abschätzung von Proteinkontaminationen. Für die
dargestellten Experimente wurden nur Präparationen eingesetzt, bei denen dieser Quotient
größer als 1,7 war.
2.12 RNA-Agarosegelektrophorese
Die Güte der RNA-Präparation wurde auf einem analytischen, denaturierenden Agarosegel
(1,2 % Agarosegehalt) untersucht. Für 100 ml Agarosegel wurden 1,2 g Agarose, 10 ml 10 x
MOPS und 73 ml DEPC-behandeltes H2O zusammengegeben. Die Agarose wurde durch
Erhitzen in der Mikrowelle gelöst. Nach dem Abkühlen auf ca. 50°C wurden 17 ml einer
37 % Formaldehydlösung (pH 7,0) zugegeben, das Gel gegossen und mindestens 30 min zum
Gelieren stehengelassen.
Zur Probenvorbereitung wurden je 5 µg RNA, 2 µl 10 x MOPS, 5 µl 37 % Formaldehyd und
1,6 µl einer Ethidiumbromidlösung (0,2 mg/ml) gemischt, 15 min bei 55°C denaturiert, im
Eisbad abgekühlt und nach Zugabe von 2 µl Auftragspuffer auf das Gel aufgetragen.
Die Elektrophorese wurde bei 75 V in 1 x MOPS durchgeführt.
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2.13 Reverse Transkription mit Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)
Für die Amplifikation von RNA Transkripten in einer RT-PCR wird die isolierte RNA
zunächst mit Hilfe des Enzyms Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV) Reverse
Transkriptase (Stratagene) in cDNA umgeschrieben. Die Reverse Transkriptase ist eine RNA
abhängige DNA Polymerase. Für den Start der Reaktion werden kurze DNA-Primer (random
hexamers) eingesetzt. Die cDNA kann dann in der PCR mit spezifischen Primern amplifiziert
werden. Diese Vorgehensweise wird als RT-PCR bezeichnet.
2.13.1 Reverse Transkription
Die verwendete Reverse Transkriptase ist eine gentechnisch hergestellte Variante des
Wildtypenzyms, die nach Herstellerangaben frei von RNase H Aktivität ist und daher auch
besonders lange cDNA Transkripte zu synthetisieren vermag.
Das Gesamtvolumen pro Ansatz betrug 50 µl. Für ein Experiment wurden jeweils Mastermixe
hergestellt, d.h. für alle Proben wurden alle Reagenzien bis auf das Template
zusammengegeben und dann in Aliquots auf 250 µl Reaktionsgefäße verteilt, in denen je
2,5 µl Template vorgelegt worden war. Zur Kontrolle auf DNA-Kontaminationen wurde für
alle RNA-Proben je ein Ansatz ohne Reverse Transkriptase durchgeführt. Vor der Reaktion
wurden die Ansätze mit je ca. 50 µl Mineralöl überschichtet. Die Reaktion erfolgte in einem
Thermocycler für 60 min bei 37°C (Reaktion). Abschließend wurden die Ansätze für 5 min
bei 99°C denaturiert. Direkt im Anschluß wurde die PCR durchgeführt (2.13.2)
                                                






        5 10 x 1 x Stratagene RT-Puffer
      32,5 - - DEPC-Wasser
        5   10 mM 1 mM dNTP´s1
        2,5 100 µM 5 µM Random Hexamers
        2,5    50 U/ml 2,5 U/ml Stratascript RT (nicht bei Kontr.)




Für die PCR wurde Taq-Polymerase von Qiagen eingesetzt. Das Enzym wird aus dem
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert und zeichnet sich durch hohe
Temperaturbeständigkeit aus. So liegt das Temperaturoptimum für die DNA-Polymerisation
bei diesen Enzymen bei 72°C.
Die, wie unter 2.13.1 beschrieben, gewonnene cDNA wurde mit den jeweiligen spezifischen
Primerpaaren untersucht. Die Sequenzen der Primer und der daraus resultierenden PCR-
Produkte sind im folgenden dargestellt.
Aldolase A PCR-Produkt
Als Positivkontrolle der RT-Reaktion wurden Primer für einen 464 Basenpaare langen
Abschnitt des Aldolase A Gens2 als konstitutiv exprimiertes Gen (Housekeeping Gene)
gewählt. Die Primersequenzen wurden so gewählt, daß sowohl murine, als auch humane cDNA
amplifiziert wird. In der PCR wurden für dieses Primerpaar Annealingtemperaturen von 55°C
bis 70°C gewählt.
Aldolase, Senseprimer:
5’ TTC CAT GAG ACA CTC TAC CAG AAG G 3’
Aldolase, Antisenseprimer:
5’ ACC ATG TTG GGC TTC AGC AAG G 3’
CD95L1 PCR-Produkt
Dieses Primerpaar amplifiziert in der PCR einen 970 Basenpaare langen Abschnitt der CD95L
cDNA. In der PCR wurde dieses Primerpaar bei einer Annealingtemperatur von 55°C
verwendet.
CD95L1, Senseprimer:
5’ CTA CAG GAC TGA GAA GAA GT 3’
CD95L1, Antisenseprimer:
5’ ACA TTC TCG GTG CCT GTA AC 3’
CD95L2 PCR-Produkt
Dieses Primerpaar amplifiziert in der PCR einen 510 Basenpaare langen Abschnitt der CD95L
cDNA. In der PCR wurde dieses Primerpaar bei einer Annealingtemperatur von 55°C
verwendet.
CD95L2, Senseprimer:
5’ CAG CTC TTC CAC CTA CAG AAG G 3’
CD95L2, Antisenseprimer:
5’ AGA TTC CTC AAA ATT GAC CAG AGA GAG 3’
                                                




Dieses Primerpaar amplifiziert in der PCR einen 579 Basenpaare langen Abschnitt der cDNA
des CD95 Moleküls. In der PCR wurde dieses Primerpaar bei einer Annealingtemperatur von
59°C verwendet.
CD951, Senseprimer:
5’ GTT ACT ACA GTT GAG ACT CAG ACC 3’
CD951, Antisenseprimer:
5’ GAT ATA TTT ACT CAA GTC AAC 3’
CD952 PCR-Produkt
Dieses Primerpaar amplifiziert in der PCR einen 292 Basenpaare langen Abschnitt der cDNA
des CD95 Moleküls. In der PCR wurde dieses Primerpaar bei einer Annealingtemperatur von
59°C verwendet.
CD952, Senseprimer:
5’ TTT TCT TCC AAA TGC AGA AGA 3’
CD952, Antisenseprimer:
5’ TTC CTT TCT CTT CAC CCA AAC 3’
T6-SP7 PCR-Produkt
Das Primerpaar amplifiziert die Klonierungssequenz (Multicloningsite / MCS) des pcDNA3
Plasmidvektors. Im Fall des Leervektors wird ein Produkt von 169 bp amplifiziert. Für den
Plasmidvektor mit dem Gen für den humanen CD95L wird ein Produkt von 1136 bp erwartet.
In der PCR wurde dieses Primerpaar bei einer Annealingtemperatur von 65°C verwendet.
T6, Senseprimer:
5’ AAT ACG ACT CAC TAT AGG GAG ACC CA 3’
SP7, Antisenseprimer:







5 10 x PCR Puffer
1 10 mM dNTP´s
28,8 - DEPC-Wasser
0,2 5 U/µl Taq Polymerase
5 10 µM Primer 1
5 10 µM Primer 2
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Es wurden je 5 µl RT-Ansatz (Template) zu 45 µl PCR-Mastermix pipettiert; die Proben mit
ca. 50 µl Mineralöl überschichtet und zur Reaktion in einen Thermocycler überführt.
Temperaturprogramm:
5 min Denaturierung bei 95°C
30 Zyklen mit jeweils 1 min 95°C (Schmelzen der DNA)
1 min Annealing
2 min 72°C (DNA-Polymerisation)
7 min Polymerisation bei 72°C
2.13.3 DNA-Agarosegelelektrophorese
Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte durch eine Elektrophorese auf einem 1,5 %
Agarosegel. Die Detektion der DNA erfolgte durch Ethidiumbromid. Diese Substanz
interkaliert in die DNA und wird bei der Durchleuchtung des Gels auf einem UV-Tisch
(312 nm) durch ihre rot-braune Fluoreszenz sichtbar.
Für die Gele wurde Agarose in 100 ml TAE durch Erhitzen gelöst. Nach dem Abkühlen auf
ca. 50°C wurden der Lösung 20 µl Ethidiumbromid (10 g/l) zugesetzt, das Gel gegossen und
mindestens 30 min zum Gelieren stehen gelassen. Für die Elektrophorese wurden bis zu 25 µl
PCR-Ansatz mit 3 µl Auftragspuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und bei 70 bis 100 V in
TAE-Puffer getrennt. Die Abschätzung der Größe der detektierten DNA-Fragmente erfolgte
nach der Beziehung:
log (Molekulargewicht) ∝ Beweglichkeit
Als Maß der Beweglichkeit dienten die Rf-Werte der detektierten Banden, statt des
Molekulargewichtes wurde die Länge der Fragmente eingesetzt, die bei statistischer
Verteilung der einzelnen Nukleotide proportional dem Molekulargewicht ist. Durch die
Auftragung der Rf-Werte des bei der Elektrophorese mitlaufenden Längenstandards gegen den
Logarithmus der Fragmentlängen lassen sich die Proportionalitätsfaktoren für die obige
Beziehung ermitteln, mit denen sich wiederum die Länge der PCR-Fragmente berechnen läßt.
Die gleiche Formel wurde auch zur Bestimmung der apparenten Molekulargewichte von




Zur Verifikation der Spezifität der PCR Produkte wurden Restriktionskontrollen durchgeführt.
Die PCR Produkte wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt.
Entsprechend den Herstellerangaben wurden die Restriktionen in den für die verwendeten
Enzyme vorgeschriebenen Puffern durchgeführt. Die Analyse der Restriktionsfragmente
erfolgte in 12 % Polyacrylamidgelen. Für ein 10 ml Gel wurden 4 ml Acrylamid/Bisacrylamid
(30 % Lösung), 5 ml H2O, 1 ml 10 x TBE,  15 µl Ammoniumperoxydisulfat (APS, 40 % in
H2O) und 15 µl TEMED zusammengegeben und in eine Gelkammer gegossen. Nach dem
Auspolymerisieren des Gels wurden die Proben aufgetragen (je 30 µl Restriktionsverdau +
3 µl Auftragspuffer bzw. 14 µl ungeschnittenes PCR-Fragment + 3 µl Auftragspuffer als
Kontrolle). Die Elektrophorese erfolgte in 1 x TBE bei 100 V.
2.14 Durchflußzytometrische Analyse der Expression von
Oberflächenmolekülen
Die Expression von Oberflächenmolekülen auf Zellen wurde durchflußzytometrisch
analysiert. Zellen wurden hierfür mit direkt und indirekt markierten (über Zweitreagenz) mAb
gefärbt. Es wurden 1 - 5x106 Zellen pro Ansatz in Rundbodenmikrotiterplatten gefärbt. Nach
zweimaligem Waschen (Zentrifugation: 200 x g, 1 min, 4°C / Waschmedium: PBS + 0,5 %
BSA + 0,1 % NaN3) wurden die Zellen in 20 µl Intraglobin (humanes Immunglobulin G
10 mg/ml) resuspendiert und 1 min unter Schütteln inkubiert. Das Intraglobin wurde zum
Abblocken von unspezifischen Antikörperbindungen an die Zellen verwendet. Zu dieser
Zellsuspension wurde der spezifische mAb pipettiert und die Ansätze für 15 min auf Eis
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde zu den entsprechenden Proben das
Sekundärreagenz gegeben und die Ansätze für 15 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach
einem weiteren Waschschritt wurden die Proben in Waschmedium aufgenommen und in
FACS-Röhrchen überführt. Für einige Dreifachfluoreszenzfärbungen war es notwendig, die
Zellen nach der Färbung mit GαM-FITC Ab als Zweitreagenz mit NMS für 15 min auf Eis in
Dunkelheit zu inkubieren, um freie GαM Ab abzusättigen. Im Anschluß daran konnten solche
Ansätze dann mit weiteren, direkt markierten, spezifischen mAb gefärbt werden. Auch diese
Proben wurden nach erneutem Waschen in FACS-Röhrchen überführt. Die Messung erfolgte




Mit dem FACStar-Durchflußzytometer ist es möglich, Zellen mit definierten Eigenschaften
aus einer Zellpopulation anzureichern. Oberflächenmoleküle werden hierzu mit mAb
fluoreszenzmarkiert. Zellen mit den gewünschten Eigenschaften können durch das Festlegen
von entsprechenden Parametern (eines analytischen Fensters oder Gates) aus der Gesamt-
population isoliert werden.
Zur Isolation von CD95++ 293 Transfektanten wurden 3x107 stabil transfizierte Zellen mit
NOK-1biot gefärbt und in 4 ml TC199 mit 5 % FCS überführt. Zur Aufnahme der sortierten
Zellen wurden sterile FACS-Röhrchen mit je 1 ml desselben Mediums vorbereitet. In einer
Dotplot Darstellung (FL2 vs FSC) wurde ein Meßfenster auf die lebenden CD95++ Zellen
gesetzt. Die auf diese Weise getrennten Zellen wurden in vorbereiteten, sterilen FACS-
Röhrchen gesammelt. Die angereicherten Zellen wurden gewaschen und ein Aliquot dieser
Zellen ein zweites Mal zur Kontrolle der Auftrennung analysiert.
2.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Untersuchung von Proteingemischen wurden SDS-Polyacrylamid-Gelektrophoresen
(SDS-PAGE) durchgeführt. Hierbei werden die Proteine zunächst in einem
β-Mercaptoethanol sowie Natriumdodecylsulfat (SDS) enthaltenden Puffer bei 95°C denatu-
riert. Das β-Mercaptoethanol reduziert Disulfidbrücken, und das SDS, ein anionisches
Detergens, unterbindet fast alle nicht kovalenten Wechselwirkungen eines Proteins. Das nega-
tiv geladene SDS bindet zudem in einem Verhältnis von einem Molekül SDS pro zwei Ami-
nosäuren an das Protein, so daß netto eine große negative Ladung entsteht, die ungefähr
proportional zur Masse des Proteins ist. Die Trennung erfolgte auf einem diskontinuierlichen
Polyacryamidgel nach Laemmli [113]. Die Molekülgrößen der aufgetrennten Proteine wurden
entsprechend der in Abschnitt 2.13.3 angegebenen Formel bestimmt.
In der Gelelektrophoreseapparatur (Mini Protean II, Biorad) wurde zuerst das Trenngel
gegossen, nach dem Auspolymerisieren darüber das Sammelgel mit den Probentaschen. Die
Proben wurden im Verhältnis 2:1 mit Laemmlipuffer versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert und
in die vollständig polymerisierten Probentaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei





Bei einem Westernblot wird ein Proteingemisch, z.B. ein Zellysat, zunächst in einer
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) getrennt. Die im Gel enthaltenen Proteine werden
dann in einem elektrischen Feld auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Auf der
Membran werden Proteine dann mit spezifischem mAb und AP-gekoppeltem Detektions-
antikörper in einer AP-Reaktion gefärbt.
Die Polyacrylamidgelelektrophorese wurde, wie unter 2.16 beschrieben, durchgeführt. Im
Anschluß wurden die Proteine im Semidry-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran
übertragen. Die Blottingapparatur wurde wie folgt aufgebaut:
Anode
2 Lagen Filterpapier (1,5 mm dick) in Puffer IV
1 Lage Filterpapier in Puffer III
Nitrocellulosemembran (Schleicher und Schüll BA85; 0,45 µm)
Gel in Puffer II
1 Lage Filterpapier in Puffer II
2 Lagen Filterpapier in Puffer I
Kathode
Die Filterpapiere und das Gel wurden 5 min im angegebenen Puffer eingeweicht und dann
feucht eingesetzt. Die Nitrocellulosemembranen wurden vor der Benutzung mit Wasser
angefeuchtet. Der Proteintransfer erfolgte bei einer Stromstärke von 0,5 mA pro cm2
Membran für 90 bis 120 min. Danach wurden die Membranen über Nacht mit 5 %
Milchpulver in PBS/Tween (0,1 %) bei 4°C inkubiert, um unspezifische
Proteinbindungsstellen abzusättigen. Am nächsten Tag wurde das Milchpulver durch
fünfmaliges Waschen in PBS/Tween entfernt (je drei Minuten). Zur Detektion des CD95L in
den aufgetrennten Zellysaten wurden die Membranen für 1h mit anti-CD95L mAb (1:250 in
PBS/Tween) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen folgte eine Inkubation der Membranen für
1h mit AP-gekoppeltem GαM Ab. Abschließend wurde nach dreimaligem Waschen und
Equilibrieren der Membranen in AP-Substratpuffer mit AP-Substrat gefärbt (15 bis 30 min).
Die Farbreaktion wurde mit 20 mM EDTA abgestoppt.
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2.18 Quantitative Bestimmung von löslichem CD95L im
Kulturüberstand
Mit Hilfe eines ELISA (sFasL ELISA Kit / MBL) wurde die Konzentration des CD95L in
löslicher Form im Kulturüberstand der erzeugten Transfektanten bestimmt. Mit diesem Kit
wird die lösliche Form des CD95L (sFasL) Proteins in einem Sandwich-ELISA nachgewiesen.
Für den Assay wurden anti-FasL mAb’s verwendet, die zwei unterschiedliche Epitope des
Proteins erkennen. Entsprechend den Angaben des Herstellers wurde der erste mAb an Plastik
gebunden und die zu messenden Proben, wie auch die Proteinstandards, in den
Reaktionsgefäßen inkubiert. Nach einem Waschvorgang wurden die Ansätze mit dem
Peroxidase-gekoppelten Zweit-mAb inkubiert und die Konzentration des sCD95L in einer
Farbreaktion über die optische Dichte (OD) der Proben bestimmt.
2.19 Sonstige Methoden
2.19.1 Ligationsreaktion
Ligationsreaktionen wurden wie folgt durchgeführt:
Kontrolle Ansatz
V(Vektor)     [µl]  1 1
V(Insert)      [µl] - 5
V(H2O)       [µl] 13 8
V(5x Puffer) [µl]  4 4
V(T4-Ligase)  [µl]  2 2
Die DNA wurde jeweils auf eine Konzentration von 1 µg/ml eingestellt. Die Ligase hat eine
Konzentration von 1 U/µl. Vektor und Insert werden in äquimolaren Mengen in der Reaktion
eingesetzt. Die Reaktion wird über Nacht bei 15°C durchgeführt. Im Anschluß an die
Reaktion wird der Ansatz vor der Transformation 10 min auf 65°C erhitzt.
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2.19.2 Erzeugen kompetenter E. coli
Um kompetente E. coli zu erzeugen, wurden 4 ml einer 20 ml über Nacht Vorkultur des E.
coli Stamms DH5α als Inoculum einer 400 ml Hauptkultur eingesetzt. Diese wurde etwa 2 h
bei 37°C inkubiert (OD600 <0,4). Die Kultur wurde auf Eis abgekühlt und abzentrifugiert
(6000 x g, 10 min, 4°C in Sorvall GSA Rotor). Das Bakterienpellet wurde in 30 ml
gekühltem, sterilem Tfb1-Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem
Abzentrifugieren der Bakterien wurde das Pellet in 4 ml Tfb2 Puffer aufgenommen und in
Aliquots von 200 µl eingefroren. Die Bakterien wurden bei -80°C gelagert.
2.19.3 Transformation von E. coli
Für die Transformation von E. coli wurde ein Aliquot von 200 µl kompetenter Bakterien auf
Eis aufgetaut. Zu den Bakterien wurden 100 ng Plasmid DNA bzw. 20 µl Ligationsansatz
gegeben. Die Ansätze wurden 45 min auf Eis inkubiert, 1 min in einem Wasserbad auf 37°C
erhitzt und dann erneut 2 min auf Eis gestellt. Die Bakterien wurden anschließend mit 2 ml
LB Medium verdünnt und 45 min bei 37°C unter Schütteln inkubiert. In verschiedenen
Verdünnungen wurden die Bakterien auf LB/Ampicillin Agarplatten ausplattiert und über
Nacht bei 37°C kultiviert. Am folgenden Tag wurden Bakterienkolonien in 3 ml
LB/Ampicillin überführt und bei 37°C weiter inkubiert. Plasmid DNA wurde in einer
Miniprep isoliert und in einem Restriktionsverdau analysiert.
2.19.4 Plasmidisolation aus E. coli
Mit einer über Nacht Kultur der Bakterien (1 bis 3 ml) wurden 100 bis 500 ml LB/Ampicillin
angeimpft. Nach 20 h Inkubation unter Schütteln bei 37°C wurden die Bakterien
abzentrifugiert (6000 x g, 15 min, 4°C in Sorvall GSA Rotor). Die Plasmid DNA wurde mit
Qiagen Plasmid Midi- bzw. Maxikit zur Aufreinigung von Plasmiden nach den Anweisungen
des Herstellers isoliert. Hierbei werden Bakterien mit einem im Kit enthaltenen Lysepuffer
aufgeschlossen, Proteine aus dem Lysat gefällt und die DNA auf eine mit DNA-bindender
Matrix gepackten Säule geladen. Die DNA wurde mit mitgelieferten Puffern gewaschen und
eluiert. Nach Präzipitation der DNA mit Isopropanol wurde die Plasmid DNA in TE (pH 8,0)




3.1 Induktion von Apoptoseempfindlichkeit in T-Zellen durch
Aktivierung mit Alloantigen
Der CD95 Rezeptor ist ein transmembranes Zelloberflächenmolekül, über das ein Signal
zur Apoptose in T-Zellen induziert werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunächst
untersucht, ob die Aktivierung von T-Zellen durch Alloantigen deren Empfindlichkeit für
CD95 Rezeptor-vermittelten Zelltod beeinflußt. Die in Tabelle 3.1 dargestellten Versuche
zeigen, daß durch Kreuzvernetzung von CD95 Rezeptoren mit Antikörpern in ruhenden T-
Zellen kein Zelltod induziert werden kann. Der Anteil toter Zellen, der nach einer Färbung der
Ansätze mit Propidiumiodid (PI) durchflußzytometrisch bestimmt wurde, lag bei 8 % (±1 %).
Wurden die Zellen jedoch durch Alloantigen für sechs Tage aktiviert, so konnte durch
Inkubation mit kreuzvernetzendem Antikörper Zelltod in durchschnittlich 39,1 % (±10,1 %)
induziert werden. In Ansätzen mit Kontrollantikörpern wurde ein Anteil PI+ Zellen bestimmt,
der jenem in den nicht aktivierten Ansätzen entsprach (10 % ±7,0%). Die beobachtete
Induktion von Zelltod war demzufolge CD95 Rezeptor-spezifisch.
Tabelle 3.1: Induktion von Zelltod in T-Zellen mit unterschiedlichem Aktivierungs-
grad durch kreuzvernetzte Antikörper 
1)
1) T-Zellen wurden in vitro mit non-T-Zellen eines allogenen Spenders für 6 d aktiviert. Die
Zellen wurden mit CD95 mAb (SM1/1) oder Kontroll mAb (W6/32, anti-MHC-Klasse I)
vorinkubiert und in GαM Ab beladenen Mikrotiterplatten kultiviert. Nach 16 h wurden die
Zellen mit PI gefärbt (Abschnitt 2.7.1) und der Anteil toter (PI+) Zellen im FACS analysiert.
2) Anteil toter (PI+) Zellen in Prozent
kreuzvernetzender Aktivierungsgrad
Experiment mAb ruhend aktiviert
1 W6/32 3 2) 18*
SM1/1 7* 51*
2 W6/32 6* 7*
SM1/1 9* 33*




Durchflußzytometrische Analysen zur Expression des CD95 Rezeptors auf den T-Zellen
zeigten, daß 40 - 50 % ruhender T-Zellen diesen an der Zelloberfläche exprimieren (linke
Histogramm in Abb. 3.1). Nach einer in vitro Aktivierung von T-Zellen mit Alloantigen lag
der Anteil der CD95+ Zellen bei etwa 70 % (mittleres Histogramm in Abb. 3.1). Die CD95+
Zellen in den in vitro aktivierten Ansätzen exprimierten den Rezeptor allerdings in einer
höheren Dichte an der Zelloberfläche. Dieser Unterschied in der Expressionsdichte scheint
den Untersuchungen zufolge für die Empfindlichkeit für Apoptose durch Kreuzvernetzung der
CD95 Rezeptoren verantwortlich zu sein, da diese den Rezeptor in hoher Dichte
exprimierende Population nach der Induktion von Zelltod eliminiert wurde (rechtes
Histogramm in Abb. 3.1). T-Zellen werden demnach durch ihre Aktivierung empfindlich für
CD95 Rezeptor-spezifische Apoptose.
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Abbildung 3.1: FACS-Analyse der CD95 Rezeptorexpression auf T-Zellen nach
Kreuzvernetzung von CD95 mAb
T-Zellen wurden für 7 Tage mit bestrahlten non-T-Zellen aktiviert, mit CD95 mAb
(APO-1) vorinkubiert und für 16 h in GαM Ab beladenen Mikrotiterplatten kultiviert.
Anschließend wurden die Zellen mit PI und CD95 mAb (SM1/23) gefärbt und durchfluß-
zytometrisch analysiert. In den Dotplots sind die Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht-
eigenschaften der Zellen dargestellt. Die Histogramme der unteren Reihe zeigen die
Expression des CD95 Rezeptors der lebenden Zellpopulation (PI- Zellen nach einer PI-




3.2 Herstellung und Charakterisierung von Zellen, die den
humanen CD95 Liganden überexprimieren
Die in Abschnitt 3.1 beschriebenen Untersuchungen zur Apoptoseinduktion haben
gezeigt, daß es in vitro möglich ist, spezifisch in aktivierten T-Zellen Zelltod durch
Stimulation des CD95 Rezeptorsignalwegs zu induzieren. Zur Bearbeitung der Frage, ob der
physiologische Ligand des CD95 Rezeptors, der CD95L (FasL), die gleichen Signal-
induzierenden Eigenschaften wie CD95 Antikörper besitzt oder ob sich dessen Wirkungen
von diesen unterscheidet, wurden Zellinien mit der cDNA des Gens für den humanen CD95L
transfiziert, um Zellen zu erzeugen, die den Liganden in hoher Dichte exprimieren. Es wurden
transient und stabil das Transgen exprimierende Zellen hergestellt.
3.2.1 Transiente Expression des hCD95L in unterschiedlichen
Zelltypen
Für die transiente Expression des humanen CD95L in verschiedenen Zellinien wurden
zwei unterschiedliche Expressionsvektoren verwendet. Diese unterschieden sich vor allem in
den verwendeten Promotoren. Das Konstrukt CMV-h95L ist ein Derivat des Plasmids
pcDNA3 (Invitrogen) und ermöglicht die konstitutive Expression des CD95L in Eukaryonten
unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Das Konstrukt Mx-h95L hingegen ist ein Derivat
des Plasmids Mx-c-fosD [111] und enthält den IFN-αβ induzierbaren Mx-Promotor.
Es wurden verschiedene Zellinien für die Transfektion mit den beschriebenen
Genkonstrukten ausgewählt. Diese waren alle zur Überexpression von Transgenen geeignet.
Die Zellinien wurden vor der Transfektion mit dem Gen des CD95L mit Hilfe der RT-PCR
auf eine endogene Expression des zu transfizierenden Gens untersucht. Die transfizierten
Zellinien und die Analyse der Expression des CD95L auf RNA- und auf Proteinebene in
diesen Transfektanten sind in Tabelle 3.2 zusammengefaßt.
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Tabelle 3.2: Charakterisierung von transient transfizierten Zellinien 
1)
1) Die angegebenen Zellinien wurden mit Liposomen-Transfektionsreagenzien trans-
fiziert. Die Expression des CD95L wurde 72 h nach der Transfektion analysiert. Die
Expression des CD95L in den Zellen, die mit dem Mx-h95L Genkonstrukt transfiziert
wurden, 48 h nach der Transfektion mit exogenem IFN-α (1000 U/ml) induziert.
2) Die Funktionalität des exprimierten CD95L wurde in 51Cr-Zytotoxizitätstests über die
Induktion von Zelltod in Jurkat Zellen analysiert.
3) nicht getestet
Die Analyse der transfizierten Zellen zeigte, daß die Zellinie 293 die besten Eigen-
schaften von den verwendeten Zellinien für die Überexpression des CD95L besaß. Die Trans-
fektanten zeigten in semiquantitativen Analysen nicht nur die stärksten Signale der getesteten
Zellinien in der RT-PCR, der Westernblotanalyse und in 51Cr-Zytotoxizitätstests. Die 293
Zellinie war auch die einzige der verwendeten Zellinien, auf welcher der CD95L
durchflußzytometrisch dargestellt werden konnte. Im folgenden werden die Expressions-
analysen des CD95L der transient transfizierten 293 Zellen Zellinien dargestellt.
Eine semiquantitative RT-PCR mit spezifischen Primern für die cDNA des CD95L
zeigte, daß in 293 Zellen, die mit dem Vektor pcDNA3 (Vektorkontrolle) transfiziert wurden
(293 Zellen + pcDNA), keine Transkription des Gens des CD95L nachgewiesen werden
konnte (Abb. 3.2). 293 Zellen, die mit dem CMV-h95L Konstrukt transfiziert wurden (293
Zellen + CMV-h95L), transkribierten das CD95L Gen unabhängig von der Zugabe von
exogenem IFN-α. In 293 Zellen, die mit dem Mx-h95L Konstrukt transfiziert wurden (293
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Abbildung 3.2: Semiquantitative RT-PCR mit RNA von transfizierten 293 Zellen
Die RT-Reaktion wurde mit isolierter Gesamt-RNA aus Zellysaten durchgeführt. Zur
semiquantitativen Analyse der PCR wurden mehrere Reaktionen mit unterschiedlichen
Zyklenzahlen durchgeführt. Die dargestellte PCR ist eine Reaktion mit 20
Reaktionszyklen. Zur Kontrolle der RT-PCR wurde das Aldolase A Gen amplifiziert.
Abbildung 3.3 zeigt eine Westernblotanalyse von Zellysaten der 293 Transfektanten. Der
mAb G247-4 erkannte sowohl in den Proben der 293 Zellen + Mx-h95L, als auch in jenen der
293 Zellen + CMV-h95L ein Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von 40 kDa.
Innerhalb der Nachweisgrenzen ließ sich keine deutliche IFN-α abhängige Steigerung der
Expression des CD95L in 293 Zellen + Mx-h95L zeigen. Der mAb detektierte in den Zell-
lysaten der 293 Zellen + CMV-h95L zusätzliche Proteine mit einem apparenten Molekular-
gewicht von 26 und 29 kDa. Diese Proteinbanden entsprechen in ihrer Größe den
beschriebenen, unterschiedlich glykosylierten, löslichen Formen des CD95L (sCD95L) [65].
Der sCD95L wird durch Shedding des transmembranen Proteins durch Matrixmetallo-
proteasen (MMPs) erzeugt. Für den Nachweis von sCD95L in den Zellysaten gibt es
verschiedene Erklärungsmöglichkeiten. Durch die massive Überexpression des Transgens
könnten die Zellen die prozessierte Form des CD95L unspezifisch an der Zelloberfläche
gebunden haben. Da 293 Zellen den CD95 Rezeptor exprimieren, ist es auch möglich, daß der
sCD95L über die Bindung an die Rezeptoren in das Zellysat gelangte. Ein ähnlicher Effekt
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wurde auch für die Überexpression des murinen CD95L in der Insektenzellinie Sf9 [114] und
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Abbildung 3.3: Westernblotanalyse der CD95L Expression in transfizierten
293 Zellen
Zellysate der transfizierten Zellen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet. Diese Membran wurde mit einem CD95L spezifischen
mAb (G247-4) inkubiert und der mAb in einer AP-Reaktion angefärbt.
Der CD95L ließ sich auf den 293 Transfektanten auch durchflußzytometrisch nachweisen
(Abb. 3.4). Die FACS-Analyse der 293 Zellen + CMV-h95L ergab für diese eine durch-
schnittliche Fluoreszenzintensität bei Kanal 472. Das dargestellte Histogramm zeigt, daß die
Expressionsdichte der Transfektanten sehr heterogen war und nur ein geringer Anteil den
CD95L in hoher Dichte exprimierte. Dennoch wurde eine Population am rechten Rand mit
sehr hoher Expressionsdichte, die aus diesem Grund auch die durchschnittliche
Fluoreszenzintensität nach oben beeinflußt, beobachtet. Für die 293 Zellen + Mx-h95L lag
dieser Durchschnittswert nur bei 51,9. Für die 293 Zellen + Mx-h95L, deren Expression des
CD95L durch exogenes IFN-α induziert wurde, verdoppelte sich dieser Wert auf über 100. In
der Mehrzahl der Transfektionsexperimente mit dem Mx-h95L Konstrukt wurde keine
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Abbildung 3.4: FACS-Analyse der Expression des CD95L auf transient
transfizierten 293 Zellen
293 Zellen wurden 72 h nach der Transfektion mit einem biotinylierten CD95L mAb
(NOK-1) und SA-PE gefärbt. Anschließend wurden die Proben durchflußzytometrisch
analysiert. Zu einem Teil der Mx-h95L transfizierten 293 Zellen wurde 24 h vor der
Messung IFN-α (1000 U/ml) gegeben. Die Expression des CD95L ist in  ausgefüllten
Histogrammen der Fluoreszenzintensitäten dargestellt. Die Fluoreszenzintensitäten der
Zweitreagenzkontrollen (SA-PE) sind als offene Histogramme dargestellt. Die Zahlen
neben den Histogrammen geben den Kanal der durchschnittlichen Fluoreszenzintensität
als Maß für die Expressionsdichte wieder.
Um die Funktion des transgenen CD95L zu testen, wurden Zytotoxizitätstests
durchgeführt. Als Testsystem diente hierbei, neben den oben erwähnten 51Cr-Freisetzungstests
(Tab. 3.2), auch ein Assay, in welchem Apoptose in Jurkat Zellen induziert und der Zelltod
mit dem FACS detektiert wurde. Jurkat Zellen wurden für diesen Test für 16 h auf den 293
Transfektanten kultiviert und anschließend der Anteil toter Zellen in diesen Kulturen nach
einer PI-Färbung durchflußzytometrisch bestimmt (Abb. 3.5). Die 293 Zellen konnten durch
ihre charakteristischen Streulichteigenschaften von den Jurkat Zellen unterschieden werden,
auf die ein analytisches Meßfenster gesetzt wurde („gating“). PI-Kontrollfärbungen von 293
Zellen zeigten zusätzlich, daß dieses Reagenz die Streulichteigenschaften der 293 Zellen nicht
ungünstig für das System beeinflußte. Jurkat Zellen, die auf 293 Zellen + CMV-h95L
kultiviert wurden, waren zu 76,5 % PI+. Für die 293 Zellen + Mx-h95L lag der Anteil toter
Jurkat Zellen bei 49 % (- IFN-α), bzw. bei 69 % (+ IFN-α). Diese Untersuchungen zeigten,
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daß schon die geringe Konzentration von CD95L, die von den 293 Zellen + Mx-h95L ohne
die Induktion der Expression durch exogenes IFN-α exprimiert wird (Abb. 3.4), ausreicht, um
Zelltod in Jurkat Zellen auszulösen.
Jurkat auf
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Abbildung 3.5: FACS-Analyse von Jurkat Zellen nach Kokultur mit 293
Transfektanten
Jurkat Zellen wurden für 16 h auf transfizierten 293 Zellen kultiviert. Der Anteil toter
(PI+) Jurkat Zellen wurde in einer PI-Färbung durchflußzytometrisch bestimmt. Durch
das Setzen eines analytischen Meßfensters auf die Jurkat Zellen konnten die 293 Zellen
in der Messung diskriminiert werden.
3.2.2 Stabile Expression des hCD95L in der Zellinie 293
Um die Wirkungen des CD95L unter gleichbleibenden Bedingungen untersuchen zu
können, wurden stabile Transfektanten hergestellt. Der oben dargestellten Klonierungs-
strategie (Abschnitt 2.10.5) folgend, wurden 293 Zellen mit dem CMV-h95L Konstrukt
transfiziert. Zur Selektion stabiler Transfektanten wurden die Zellen für etwa zwei Wochen in
Selektionsmedium (enthielt das Antibiotikum Geneticin/G418) kultiviert. Die in FACS-
Analysen ermittelten Expressionsdichten des CD95L auf den Transfektanten zeigte, daß in
diesen Kulturen die Zellen mit den höchsten Expressionsdichten, die in den transient
transfizierten Ansätzen beobachtet wurden, fehlten (Vergleich Abb. 3.4 und Abb. 3.6). Diese
hohen Expressionsdichten könnten auf eine höhere Anzahl von Plasmiden in den Zellen
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(Multicopy-Zellen) zurückgeführt werden. Die selektierten Zellen konnten hingegen nur durch
Integration des Plasmids in ihr Genom überleben. Da dies ein Vorgang mit einer bestimmten,
relativ geringen statistischen Wahrscheinlichkeit ist, fehlen vermutlich Multicopy-Zellen in

















Abbildung 3.6: FACS-Analyse der CD95L Expression auf den stabil trans-
fizierten 293 Zellen
293 Transfektanten wurden mit einem biotinylierten CD95L mAb (NOK-1) und SA-PE
gefärbt. Anschließend wurden die Proben durchflußzytometrisch analysiert. Die
Expression von CD95L ist als ausgefülltes Histogramm dargestellt Die Fluoreszenz-
intensitäten der Zweitreagenzkontrollen (SA-PE) wurden als offene Histogramme
gezeigt.
Aus der selektionierten Kultur wurden hoch exprimierende Zellen durch eine durchfluß-
zytometrische Zellsortierung angereichert. Die Klonierung von Zellen aus dieser
Zellpopulation durch Limiting Dilution lieferte Klone, die den CD95L in hoher Dichte
exprimierten. Ein solcher Klon war der Klon 2B12. Zellen dieses Klons wurden für die
weiteren Versuche verwendet und im folgenden als 293h95L Zellen bezeichnet.
Der CD95L kommt auch in einer löslichen Form vor. Wie oben bereits beschrieben, wird
dieser sCD95L durch MMPs aus der membranständigen Form prozessiert. In ELISA-
Experimenten wurde untersucht, ob die 293 Transfektanten ebenfalls sCD95L an den
Kulturüberstand abgeben. Die in Tabelle 3.3 dargestellten Ergebnisse eines solchen ELISA
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zeigen, daß 105 293h95L Zellen in 4 h ca. 3 ng/ml CD95L an den Kulturüberstand abgeben.
Nach 20 h wurde im Überstand dieser Zellen 16,5 ng/ml CD95L nachgewiesen. Die für diesen
ELISA gewählten Zellkonzentrationen und Inkubationszeiten entsprachen jenen, die für die
Zytotoxizitätstests in den folgenden Kapiteln verwendet wurden.
Tabelle 3.3: Konzentrationen von CD95L im Kulturüberstand der 293 Trans-
fektanten in Abhängigkeit von der Zeit
 1)
1) Konzentration des CD95L im Kulturüberstand von 105 Zellen/ml wurde nach 4 h und
20 h in einem ELISA bestimmt.
2) nicht detektierbar
In Zytotoxizitätstests mit Jurkat Zellen als Indikatorzellen wurde demonstriert, daß der
sCD95L im Kulturüberstand der 293h95L Zellen biologische Aktivität besaß. Nach 16 h
Kultur der Jurkat Zellen in Kulturmedium mit ca. 20 ng/ml sCD95L wurde in den Jurkat
Zellen durch FACS-Analyse einer PI-Färbung eine Induktion spezifischer Apoptose von
87,5 % gemessen (± 9,3 %). Versuche mit frisch isolierten, ruhenden T-Zellen und ebenso mit
sechs Tage durch Alloantigen aktivierten T-Zellen zeigten, daß diese Zellen nicht empfindlich
für Apoptose bei diesen sCD95L Konzentrationen waren. Die im folgenden beobachteten und
beschriebenen Effekte des CD95L auf isolierte T-Zellen sind entsprechend dieser Ergebnisse
überwiegend auf die membranständige Form des CD95L zurückzuführen.
293 Zellen Inkubation
Konzentration von CD95L im
Kulturüberstand [ng/ml]
293pcDNA 4 h n.d. 2)
20 h n.d.




3.3 Induktion von Zelltod in T-Zellen durch Kokultur mit CD95L
+
293 Transfektanten
Um festzustellen, welche Auswirkungen die Konfrontation von T-Zellen mit dem CD95L
hat, wurden T-Zellen mit 293pcDNA und 293h95L Transfektanten kokultiviert. In diesem
Zusammenhang wurde die Wirkung des Liganden sowohl auf ruhende, als auch auf aktivierte
T-Zellen untersucht. Hierbei war von Interesse, ob für CD95L ein ähnliches Wirkungsfenster
besteht, wie für die Induktion von Zelltod durch Kreuzvernetzung der CD95 Rezeptoren mit
Antikörpern.
3.3.1 Kokultur von ruhenden T-Zellen mit 293 Transfektanten
Wie in Abschnitt 3.1 beschrieben, löste die Kreuzvernetzung von CD95 Rezeptoren
durch mAb keinen Zelltod von ruhenden T-Zellen aus. Um festzustellen, ob dies auch für das
durch den CD95L induzierte Signal gilt, wurden ruhende T-Zellen mit 293h95L Zellen für
16 h kokultiviert. In einer PI-Färbung wurden tote Zellen markiert. Gleichzeitig wurden die
Zellen auch mit CD95 mAb (SM1/23) und GαM-FITC Ab gefärbt und die Kulturen
durchflußzytometrisch betrachtet. Die Analyse der Streulichteigenschaften dieser Zellen
zeigte, daß eine Teilpopulation nach Kokultur mit 293h95L Zellen kleiner und granulärer
wurde (Abb. 3.7). Durch die Streulichteigenschaften ließen sich auch die 293 Zellen von den
T-Zellen unterscheiden, so daß es möglich war durch das Setzen eines analytischen
Meßfensters auf die T-Zellen nur diese zu analysieren.
In der Kokultur von ruhenden T-Zellen mit 293pcDNA Zellen waren 44 % der T-Zellen
CD95+ (Abb. 3.7). Tote Zellen waren in diesen Kulturen kaum vorhanden. Im Gegensatz dazu
führte die Kokultur dieser T-Zellen mit 293h95L Zellen zu einer deutlichen Veränderung. In
diesen Kulturen war der Anteil der CD95+ Zellen in der Population der lebenden T-Zellen
deutlich reduziert (5,3 % CD95+ T-Zellen entsprechen 8,6 % der PI-, lebenden T-Zellen). Im
gleichen Verhältnis konnte in diesen Kulturen eine Zunahme toter Zellen (PI+ Zellen)
beobachtet werden (38,4 % gegenüber 4,3 % in den Ansätzen mit 293pcDNA Zellen). Die
Kokultur ruhender T-Zellen mit den CD95L+ 293 Transfektanten führte demnach zu einer





















Abbildung 3.7: FACS-Analyse ruhender T-Zellen nach Kokultur mit 293
Transfektanten
Frisch isolierte, ruhende T-Zellen wurden für 16 h mit 293pcDNA bzw. 293h95L Zellen
kokultiviert. Zur FACS-Analyse wurden die Zellen mit CD95 mAb (SM1/23 und GαM-
FITC) und PI gefärbt. Es wurden nur die T-Zellen betrachtet (Meßfenster auf T-Zellen).
Die oberen Dotplots zeigen die Vorwärts- (FSC) und Seitwärtsstreulichteigenschaften
(SSC) der T-Zellen. In den unteren Dotplots ist die Expression des CD95 Rezeptors
gegen die Fluoreszenzintensität des Propidiumiodids aufgetragen. Letztere ist ein Maß
für den Anteil toter Zellen in der Kultur.
Dieser überraschende Befund wurde in weiteren Versuchen näher analysiert.
Untersuchungen zum Dosis/Wirkungsspektrum der CD95L-induzierten Apoptose zeigten, daß
unterschiedliche Zellzahlen von 293pcDNA Zellen keinen Einfluß auf die Vitalität der T-
Zellen hatten (Abb. 3.8). Die Induktion von Apoptose in ruhenden T-Zellen war hingegen
abhängig vom Effektor/Target Verhältnis der 293h95L Zellen und T-Zellen. Dies zeigt, daß



































Abbildung 3.8: Induktion spezifischer Apoptose in ruhenden T-Zellen in
Abhängigkeit von der Anzahl 293h95L Zellen
2x105 ruhende T-Zellen wurden für 16 h mit unterschiedlichen Zellzahlen von 293
Transfektanten kokultiviert und anschließend mit PI gefärbt. In einer FACS-Analyse
wurde der Anteil toter T-Zellen in diesen Kulturen bestimmt. Über die Zahl der toten
Zellen (PI+ Zellen) wurde der Anteil spezifischer Apoptose berechnet und die Werte im
Graphen gegen das Effektor/Target Verhältnis aufgetragen.
In Inhibitionsexperimenten wurde geprüft, ob die beobachtete Induktion von Apoptose in
einer Teilpopulation ruhender T-Zellen durch 293h95L Zellen ausschließlich CD95 Rezeptor-
vermittelt ist. In den in Abbildung 3.9 dargestellten Experimenten zeigte sich, daß durch
Blockade der Bindungsstelle des CD95L auf T-Zellen mit nichtstimulierendem CD95 mAb
(SM1/23) die Induktion von Zelltod inhibiert wird. Um sicherzustellen, daß dieser Effekt
Folge einer spezifischen Bindung des mAb ist, wurde mit Kontrollantikörpern untersucht, ob
schon die Inkubation mit Antikörpern allein die Induktion von Apoptose inhibiert. Zu diesem
Zweck wurden die T-Zellen mit einem mAb inkubiert, der ein anderes Molekül als CD95 auf
T-Zellen erkennt (mAb CD4.1 erkennt das CD4 Antigen). Diese Inkubation hatte ebenso
keinen Einfluß auf die Vitalität der Zellen, wie die Inkubation mit einem nicht spezifisch
bindenden Isotypkontroll-mAb (mAb HIS24 hat wie mAb SM1/23 den Isotyp IgG2b). Eine











































Konzentration der Antikörper [µg/ml]
Abbildung 3.9: Inhibition der 293h95L-vermittelten Apoptose durch CD95 mAb
Ruhende T-Zellen wurden mit SM1/23, CD4.1 und HIS24 in den angegebenen Konzen-
trationen für 1 h bei 37°C vorinkubiert. Zu den Ansätzen wurden dann 293h95L Zellen
gegeben und diese für 16 h im Brutschrank kultiviert. Nach einer PI-Färbung wurde der
Anteil toter Zellen durchflußzytometrisch bestimmt und aus den Meßwerten der Anteil
spezifischer Apoptose berechnet (siehe Abschnitt 2.8.1). Die Werte der spezifischen
Apoptose der Ansätze mit SM1/23 resultieren aus den Mittelwerten von drei
unabhängigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken
dargestellt. Die Kontrollantikörper wurden nur in den höchsten Konzentrationen
eingesetzt.
Es stellte sich die Frage, welcher Subpopulation die CD95+ Zellen angehören, die
während der Kokultur mit 293h95L Zellen eliminiert wurden. Hierfür wurden Zwei-Farben-
Analysen der T-Zellpopulation durchgeführt. Es zeigte sich, daß der CD95 Rezeptor von
CD45R0+ Zellen exprimiert wird. Die CD45RA+ Subpopulation ruhender T-Zellen war
hingegen CD95- (nicht im Bild dargestellt). Dieses Ergebnis konnte durch CD95 Färbungen
von isolierten T-Zellsubpopulationen bestätigt werden. Der in Abbildung 3.10 dargestellte
Versuch zeigt, daß die Gesamtpopulation isolierter, ruhender T-Zellen aus zwei
Subpopulationen mit charakteristischen CD95 Expressionen besteht. Während die CD45RA+
T-Zellen keine signifikante Expression des CD95 Rezeptors zeigten, waren die CD45R0+ T-
Zellen CD95+. Demzufolge sollte die CD45R0+ T-Zellsubpopulation, die als vormals
aktivierte „memory“ Zellpopulation beschrieben wurde [60], die für CD95 Rezeptor-
vermittelte Apoptose empfindliche Population sein.
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Abbildung 3.10: FACS-Analyse separierter ruhender T-Zellsubpopulationen
Ruhende T-Zellen wurden isoliert und mit der Panningtechnik in CD45RA+ und
CD45R0+ Zellen aufgereinigt. Die Zellen wurden mit CD95 mAb (SM1/23) und GαM-
FITC gefärbt und durchflußzytometrisch analysiert. Die Expressionen des CD95
Rezeptors der Ausgangspopulation (links) und der separierten T-Zellpopulationen sind in
Histogrammen der Fluoreszenzintensität dargestellt. Die Fluoreszenzsignale der Isotyp-
kontrollfärbungen (Ox40 und GαM-FITC) sind als offene Histogramme dargestellt.
Um diese Annahme zu überprüfen, wurde gefragt, ob sich innerhalb der CD45R0+ Zellen
durch 293h95L Transfektanten mehr Zelltod induzieren läßt als bei CD45RA+ Zellen.
Zusätzlich wurde in diesem Zusammenhang untersucht, ob es hierbei auch Unterschiede
zwischen der CD4+ und CD8+ Subpopulation von T-Zellen gibt.
Tabelle 3.4: Induktion von Apoptose in ruhenden T-Zellen nach Kokultur mit 293
Transfektanten 
1)
1) Ruhende T-Zellen bzw. durch Panning isolierte T-Zellsubpopulationen wurden für
16h mit 293pcDNA bzw. 293h95L Zellen in flachbödigen 96well Mikrotiterplatten
kokultiviert. Die spezifische Induktion von Apoptose in den T-Zellen wurden
durchflußzytometrisch nach Färbung mit PI bestimmt.
2) Die Mittelwerte für die Gesamtpopulation wurden aus fünf, die für die T-Zellsub-
populationen aus jeweils zwei Experimenten gebildet. Die Werte in den Klammern
entsprechen den berechneten Standardabweichungen
% spezifische Apoptose nach Kokultur mit 293 Zellen 2)
T-Zellpopulation 293pcDNA 293h95L
Gesamtpopulation 1,0 (±1,6) 40,6  (±10,9)
CD4+/CD45RA+ 0,0 (±0,0) 32,5   (±7,8)
CD4+/CD45R0+ 0,6 (±0,8) 79,1   (±2,8)
CD8+/CD45RA+ 1,6 (±2,2) 19,4   (±2,0)
CD8+/CD45R0+ 0,0 (±0,0) 52,2   (±1,7)
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Die in Tabelle 3.4 zusammengefaßten Experimente zeigten, daß sowohl in der Population
der CD4+, als auch der CD8+ T-Zellpopulation die CD45R0+ Zellen die für CD95 Rezeptor-
vermittelte Apoptose empfindlichen Zellen waren. Die CD45RA+ Zellen waren dagegen
weniger sensitiv für diesen Stimulus.
3.3.2 Auswirkungen der Kokultur von aktivierten T-Zellen mit 293
Transfektanten
Die oben gezeigten Versuche zur Induktion von Zelltod durch kreuzvernetzten CD95
mAb (Abschnitt 3.1) hatten gezeigt, daß in vitro aktivierte T-Zellen sensitiver für Apoptose
als ruhende T-Zellen sind. Um das Wirkungsspektrum des von den 293 Transfektanten
exprimierten CD95L weiter zu analysieren, wurden ebenso die Effekte in Kokulturen von in
vitro aktivierten T-Zellen und 293 Transfektanten untersucht.
Tabelle 3.5: Induktion von Apoptose in T-Zellen mit unterschiedlichem
Aktivierungsgrad 
1)
1) Isolierte T-Zellen wurden entweder als ruhende oder als in vitro aktivierte Zellen (7 d
in einer MLC zur Aktivierung mit Alloantigen / 6 d mit PHA [1 µg/ml] und IL-2 [20
U/ml]) eingesetzt. Nach 16 h Kokultur der T-Zellen mit 293 Transfektanten wurden
die Zellen mit PI gefärbt und der Anteil toter T-Zellen durchflußzytometrisch
bestimmt. Aus den gemessenen Werten wurde die induzierte spezifische Apoptose
berechnet (Formel in Abschnitt 2.8.1). Angegeben ist der Mittelwert und die
Standardabweichung aus n Experimenten.
Die in Tabelle 3.5 zusammengefaßten Experimente zeigten, daß die in vitro aktivierten T-
Zellen empfindlicher für CD95L-induzierte Apoptose sind als die frisch isolierten, ruhenden
T-Zellen. Während in ruhenden T-Zellpopulationen durchschnittlich in 40,6 % der Zellen
Apoptose induziert wurde, lag dieser Wert in T-Zellpopulationen, die für sieben Tage mit
bestrahlten, allogenen Zellen aktiviert wurden, bei 76,4 %. Demgegenüber wurde durch die
Kreuzvernetzung der Zelltod induzierenden Antikörper nach einer Aktivierung mit
Alloantigen nur in einem Drittel der T-Zellen Apoptose ausgelöst (Tab. 3.1). Der physio-
% spezifische Apoptose nach Kokultur mit 293 Zellen
T-Zelltyp 293pcDNA 293h95L
ruhend (n=5) 1,0 (±1,6) 40,6 (±10,9)
7d mit Alloantigen aktiviert (n=4) 2,9 (±4,7) 76,4 (±12,4)
6d mit PHA aktiviert (n=3) 2,3 (±3,9) 70,8  (±9,6)
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logische Ligand des CD95 Rezeptors, der von den 293h95L Zellen exprimiert wird, induzierte
hingegen in drei Viertel der in einer MLC aktivierten T-Zellen Apoptose (Tab. 3.5). In diesen
Ansätzen wurden neben den ruhenden CD45R0+ „memory“ Zellen auch die durch Inkubation
mit dem Antigen aktivierten und so für Apoptose sensibilisierten T-Zellen eliminiert. T-
Zellen, die für sechs Tage mit dem Mitogen PHA aktiviert wurden (1 µg/ml und IL-2 20
U/ml), waren ebenfalls empfindlicher für die Induktion von Zelltod durch den CD95L.
Die Ergebnisse der Kokulturexperimente lassen sich dahingehend zusammenfassen, daß
ruhende CD45R0+ T-Zellen, die aufgrund eines vormals durchlaufenen Aktivierungsprozesses
den CD95 Rezeptor an der Zelloberfläche exprimieren, empfindlich für die Induktion von
Apoptose durch den von 293h95L Zellen exprimierten CD95L sind. Diese CD95+ Zellen
ließen sich jedoch nicht durch CD95 Antikörper eliminieren, was den Schluß zuläßt, daß der
physiologische Ligand des CD95 Rezeptors ein anderes Wirkungsspektrum besitzt, als die
kreuzvernetzen CD95 mAb’s. In aktivierten T-Zellen ist es möglich, sowohl durch
Kreuzvernetzung der Rezeptoren mit CD95 mAb als auch durch den CD95L Zelltod zu
induzieren.
3.4 Modulation von allogenen Immunantworten durch CD95L
Nachdem gezeigt werden konnte, daß die Kokultur von CD95+ T-Zellen mit CD95L
exprimierenden Transfektanten Apoptose in der T-Zellpopulation auslöst, stellte sich die
Frage, ob allogene Immunantworten durch CD95L moduliert werden können. Um die
Wirkungen von CD95L in unterschiedlichen Phasen einer Immunantwort analysieren zu
können, wurde zunächst untersucht, ob bei der Verwendung von 293pcDNA und 293h95L
Zellen als Stimulatoren für allogene T-Zellen Unterschiede sichtbar werden. Danach wurde
gefragt, ob die Expression des CD95L Zielzellen vor einer Zerstörung durch verschiedene
zytotoxische Effektorzellen schützen kann.
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3.4.1 Aktivierung von T-Zellen durch 293 Zellen
Um die Modulation einer Immunantwort von T-Zellen gegen 293 Zellen in Abhängigkeit
von der Expression des CD95L beurteilen zu können, wurde zunächst untersucht, ob diese
Zellinie in der Lage ist, eine T-Zell-Immunantwort auszulösen. Hierfür wurde zunächst durch-
flußzytometrisch geprüft, ob 293 Zellen die molekularen Voraussetzungen für die Induktion









MHC Klasse II CD80 / B7
Abbildung 3.11: FACS-Analyse der Expression von Zelloberflächenmolekülen
durch 293pcDNA Zellen
293pcDNA Zellen wurden mit anti-MHC-Klasse I mAb (W6/32), anti-MHC-Klasse II
mAb (L243/HLA-DR) und CD80 mAb markiert und mit GαM-FITC Ab gefärbt. Die
Proben wurden mit dem FACS analysiert und die Meßergebnisse als ausgefüllte
Histogramme dargestellt. Die Fluoreszenzintensität der Zweitreagenzkontrolle (GαM-
FITC Ab) wird als offene Histogramme gezeigt.
Die Untersuchungen zeigten, daß 293pcDNA Zellen MHC Moleküle der Klasse I
exprimieren. MHC Moleküle der Klasse II konnten ebensowenig auf dieser Zellinie
nachgewiesen werden, wie das kostimulatorische Oberflächenmolekül CD80. Die detaillierte
Analyse des MHC Haplotyps der 293 Zellinie (PCR-Typisierung, durchgeführt vom DNA-
Labor der Blutbank der MHH) ergab folgendes homozygotes Muster:
HLA-A: 3 HLA-B: 7 HLA-C: 7 Bw:   6
Zur Untersuchung der Frage, ob die 293 Zellinie in der Lage ist, als Stimulatorzelle eine
allogene Immunantwort auszulösen, wurden T-Zellen von Blutspendern verwendet, die sich
mindestens im HLA-A Locus vom HLA-A3 Haplotyp der 293 Zellen unterschieden. Solche
Blutspender mit HLA-Differenz zu den 293 Zellen werden im folgenden als geeignete
Blutspender bezeichnet. Der exakte Haplotyp der verwendeten T-Zellen wird bei den
jeweiligen Experimenten mit alloaktivierten T-Zellen angegeben. Aufgrund des Fehlens von
kostimulatorischen und MHC-Klasse II Molekülen, erschien es wahrscheinlich, daß
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Wachstumsfaktoren wie IL-2 in solchen allogenen Kulturen limitierend sein würden. IL-2












Abbildung 3.12: FACS-Analyse der IL-2 Rezeptorexpression (CD25) auf kulti-
vierten T-Zellen
Ruhende T-Zellen wurden für 2 d in Anwesenheit von IL-2 und +/- 293pcDNA Zellen
kultiviert und anschließend mit CD25 mAb (BT563 und GαM-FITC) gefärbt. Die Zellen
wurden mit dem FACS analysiert und die IL-2 Rezeptorexpression in Histogrammen
dargestellt. Die Zahlen geben den Anteil CD25+ Zellen wieder. HLA-Haplotyp der T-
Zellen: A: 1/8; B: 8/35; C: 4/7
Zunächst wurde die Expression des IL-2 Rezeptors (CD25) nach Stimulation von HLA-
A3 negativen T-Zellen durch die HLA-A3 positiven 293 Zellen untersucht. Der in Abbildung
3.12 dargestellte Versuch zeigt, daß in solchen Kulturen eine Population von CD25+ Zellen
nachgewiesen werden konnte. Der Anteil CD25+ Zellen entsprach etwa 30% der
Gesamtpopulation.
Eine charakteristische Eigenschaft von voll aktivierten T-Zellen ist ihre blastoide
Morphologie. Diese kann durchflußzytometrisch über die, im Vergleich zu ruhenden Zellen,
veränderten Vorwärts- und Seitwärtsstreulichteigenschaften nachgewiesen werden. Es wurde
untersucht, ob die Kultur von T-Zellen von geeigneten HLA-differenten Spendern für sieben
Tage mit bestrahlten 293pcDNA Zellen und IL-2 zu einer Entwicklung von blastoiden T-
Zellen führt. Die Analyse zeigte, daß sich in diesen Kulturen eine blastoide T-Zellpopulation
entwickelt, deren Anteil in der Regel bei etwa 30 % lag (Abb. 3.13). Dies entsprach in der
Größenordnung auch dem Anteil von T-Zellen, die den IL-2 Rezeptor nach zwei Tagen










Abbildung 3.13: FACS-Analyse der Streulichteigenschaften von T-Zellen
T-Zellen wurden für 7 d mit bestrahlten 293pcDNA Zellen und IL-2 kultiviert. Die
Streulichteigenschaften der T-Zellen wurden im FACS bestimmt und als Dotplot
dargestellt. Links ist die Analyse von frisch isolierten, ruhenden Zellen gezeigt. HLA-



































Cr-Freisetzungstest mit ruhenden und aktivierten T-Zellen als
zytotoxische Effektorzellen
T-Zellen wurden für 7 d mit bestrahlten 293pcDNA Zellen als Alloantigen und IL-2
kultiviert und als Effektoren zur Lyse von 51Cr-markierte 293pcDNA Zellen eingesetzt
(offene Kreise). Als Kontrolle dienten ruhende T-Zellen (geschlossene Quadrate). Nach
20 h wurde freigesetztes 51Cr in Aliquots des Überstands bestimmt, der Mittelwerte aus
Dreifachansätzen gebildet und die spezifische Lyse berechnet. HLA-Haplotyp der
ruhende T-Zellen: A: 1/3; B: 8/35; C: 4/7 HLA-Haplotyp der aktivierte T-Zellen: A:
1/2; B: 7/35; C: 4/7
Ergebnisse
64
Als nächstes stellte sich die Frage, ob die Aktivierung allogener T-Zellen durch 293
Stimulatorzellen zur Bildung von Effektorzellen mit lytischem Potential für 293 Zellen führt.
Zur Beantwortung dieser Frage wurden 51Cr-Freisetzungstests durchgeführt. 293pcDNA
Zellen dienten hierbei als Zielzellen, ruhende T-Zellen bzw. aktivierte T-Zellen (7 d Stimu-
lation mit 293pcDNA Zellen und IL-2) wurden als Effektoren eingesetzt. Abbildung 3.14
zeigt, daß die aktivierten T-Zellen nach sieben Tagen Kultur mit bestrahlten 293pcDNA
Zellen und IL-2 ein Effektorpotential zur Zytolyse von 293pcDNA Zellen entwickelten. Diese
T-Zellen sind in der Lage, 293pcDNA Zellen in Abhängigkeit vom Effektor/Target Verhältnis
zu lysieren. Die ruhenden T-Zellen besaßen demgegenüber kein Effektorpotential
Ausgehend von der Vorstellung, daß aufgrund der fehlenden MHC-Klasse II Expression
der 293 Zellen die allogene T-Zellantwort gegen diese überwiegend von CD8+ Zellen
vermittelt wird, wurden Zellkulturexperimente mit isolierten CD4+ und CD8+ T-Zellen als
Responder durchgeführt. Hierbei zeigte sich, daß die CD8+ Populationen sehr starkes
zytotoxisches Potential gegen die Stimulatorzellen entwickelten. CD4+ Zellen waren deutlich
weniger zytotoxisch (Tab. 3.6).







1) CD4+ und CD8+ T-Zellen von geeigneten Blutspendern wurden durch Panning
separiert, für 7 d mit bestrahlten 293pcDNA Zellen und IL-2 kultiviert und als
Effektorzellen auf 51Cr-markierte 293pcDNA Zellen titriert. Nach 20 h wurde die
Freisetzung von 51Cr bestimmt und der Anteil spezifischer Lyse berechnet.
2) % spezifische Lyse nach 20 h bei einem Effektor/Target Verhältnis von 25:1
Zusammengefaßt ergaben diese Experimente, daß es möglich ist, allogene T-Zellen durch
Stimulation mit 293 Zellen zu aktivieren. Hierbei kam es zur Expression des IL-2 Rezeptors,
zur Bildung von blastoiden Zellen und zur Differenzierung von zytotoxischen Effektorzellen
mit dem Potential zur Lyse der 293 Stimulatorzellen.
Effektorzelltyp % spezifische Lyse 2) Haplotyp
CD4+ 33 A: 1/8; B: 8/18; C: 2/7
42 A: 1/11; B: 7/8; C: -
CD8+ 71 A: 1/11; B: 35/60; C: 3/4
80 A: 11/28; B: 55/35; C: 3/4
62 A: 2/25; B: 44/60; C: 3/5
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3.4.2 CD95L in der Induktionsphase von T-Zellreaktionen
Nachdem gezeigt wurde, daß T-Zellen von geeigneten Blutspendern durch 293pcDNA
Zellen plus IL-2 aktiviert werden können, sollte analysiert werden, wie der
Aktivierungsprozeß sich darstellt, wenn allogene T-Zellen statt mit 293pcDNA Zellen mit der
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Abbildung 3.15: FACS-Analyse von T-Zellen nach 2 Tagen Aktivierung durch 293
Transfektanten
Frisch isolierte T-Zellen wurden mit IL-2 (links), mit IL-2 und 293pcDNA Zellen (Mitte)
oder mit IL-2 und 293h95L Zellen (rechts) kultiviert. Nach 2 Tagen wurden die Zellen
mit PI und CD25 mAb (BT563 und GαM-FITC) gefärbt. In den Dotplots sind die
Vorwärtsstreulichteigenschaften gegen die PI-Fluoreszenzintensität aufgetragen. Die
Expression des IL-2 Rezeptors auf den lebenden (PI-) T-Zellen ist in den Histogrammen
dargestellt. 293 Zellen konnten aufgrund ihrer Größe diskriminiert werden (analytisches
Fenster auf T-Zellen).  HLA-Haplotyp der T-Zellen: A: 1/32; B: 7/35; C: 4/7
Wie erwartet, führte die Stimulation von T-Zellen mit bestrahlten 293pcDNA Zellen zu
einer Induktion der IL-2 Rezeptorexpression in der T-Zellpopulation (Abb. 3.15). Tote Zellen
waren in diesen Kulturen kaum vorhanden (9 % PI+ Zellen). Im Gegensatz dazu fanden sich in
den Kokulturen mit 293h95L Zellen mehr als 50 % tote T-Zellen. Dennoch kam es auch in
diesen Ansätzen zur T-Zellaktivierung, was sich durch die erhöhte Expression des IL-2






















Abbildung 3.16: FACS-Analyse von T-Zellen nach 7 Tagen Aktivierung durch 293
Transfektanten
T-Zellen wurden 7 d mit IL-2 und bestrahlten 293pcDNA bzw. 293h95L Zellen als
Alloantigen kultiviert. Lebende Zellen wurden aus diesen Kulturen durch Ficollsepa-
ration isoliert und die Zellen mit PI und CD25 mAb (BT563 und GαM-FITC) gefärbt
und im FACS analysiert. Die Vorwärts- (Größe) und Seitwärtsstreulichteigenschaften
(Granularität) der PI- T-Zellen sind in Dotplots, die IL-2 Rezeptorexpression dieser
Zellen als Histogramm dargestellt. HLA-Haplotyp der T-Zellen: A: 1/32; B: 7/35; C: 4/7
Mit dem Befund, daß auch 293h95L Zellen T-Zellen von HLA-differenten Blutspendern
aktivieren können, stellte sich die Frage, ob sich aus dieser aktivierten Zellpopulation in
Anwesenheit des CD95L auch voll aktivierte, blastoide Effektorzellen entwickeln können.
Der in Abbildung 3.16 dargestellte Versuch zeigte, daß nach sieben Tagen Kultur von T-
Zellen mit bestrahlten 293h95L Zellen und IL-2 keine blastoiden Zellen nachgewiesen werden
konnten. Im Gegensatz dazu lag der Anteil blastoider Zellen im Kontrollansatz mit bestrahlten
293pcDNA Zellen als Stimulatorzellen bei über 30 %. Ein ähnliches Bild zeigte die Analyse
der IL-2R Expression in diesen Populationen. Während in den Kontrollansätzen 33 % CD25+
Zellen detektiert wurden war deren Anteil in den 293h95L-Ansätzen reduziert (11 %). Diese
Befunde weisen daraufhin, daß die Konfrontation von allogenen T-Zellen mit der den CD95L
exprimierenden 293h95L Zellinie zunächst zur Elimination der CD95+ „memory“ T-Zellen
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führt. Danach scheint es zu einer Aktivierung der überlebenden T-Zellen zu kommen
(Induktion der IL-2R-Expression, Abb. 3.15). Die Beobachtung, daß an Tag sieben in diesen
Kulturen weder blastoide noch CD25+ Zellen gefunden werden (Abb. 3.16), ist ein Hinweis
darauf, daß die initial aktivierten T-Zellen einen Apoptose-empfindlichen Reaktionszustand
erreichen und durch die CD95L+ Transfektanten eliminiert werden.
In 51Cr-Freisetzungstests wurde die Frage untersucht, ob die überlebenden T-Zellen, die
mit 293h95L Zellen als allogene Stimulatorzellen kultiviert wurden, dennoch in der Lage sind,
ein zytotoxisches Potential gegen 293pcDNA Zellen zu entwickeln. Das in Abbildung 3.17
dargestellte Ergebnis eines 51Cr-Freisetzungstests zeigt, daß die T-Zellen, die durch bestrahlte
293h95L Zellen aktiviert wurden, kein zytotoxisches Potential zur Lyse von 293pcDNA
Zellen entwickelt haben. Durch 293pcDNA Zellen aktivierte T-Zellen waren demgegenüber





































Cr-Freisetzungstest mit 7 Tage gegen 293 Transfektanten
aktivierte T-Zellen
T-Zellen wurden für 7 d mit bestrahlten 293pcDNA und 293h95L Zellen kultiviert. Diese
T-Zellen dienten in 51Cr-Freisetzungstests als Effektorzellen, deren zytotoxisches Poten-
tial zur Lyse von 51Cr-markierten 293pcDNA Zellen nach Standardprotokoll berechnet
wurde. Die Zytolyse durch anti-293pcDNA Zellen aktivierte T-Zellen ist im linken
Graphen dargestellt, die von anti-293h95L Zellen aktivierten rechts. HLA-Haplotyp der
T-Zellen: A: 29/31; B: 51/60; C: 3/5
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Um auszuschließen, daß diese Abwesenheit von zytotoxischem Potential nicht die Folge
einer unspezifischen Suppression jeglicher biologischen Reaktion der Zellen ist, wurden die
T-Zellen, die sieben Tage mit bestrahlten 293 Transfektanten kultiviert wurden, in weiteren
Ansätzen mit PHA restimuliert. Das in Abbildung 3.18 dargestellte Experiment zeigt, daß
diese T-Zellen auf das Mitogen PHA mit der Bildung von blastoiden Zellen reagierten, die
den IL-2 Rezeptor an der Zelloberfläche exprimierten. Die Kokultur von allogenen T-Zellen
mit 293h95L Zellen scheint demnach nicht zu einem kompletten Auslöschen von




















Abbildung 3.18: FACS-Analyse der anti-293 Transfektanten aktivierten T-Zellen
nach Restimulation mit PHA
T-Zellen wurden für 6 d mit bestrahlten 293pcDNA bzw. 293h95L Zellen und IL-2
kultiviert. Lebende Zellen wurden durch Ficollseparation isoliert und für weitere 2 d mit
dem Mitogen PHA (1 µg/ml) restimuliert. Die Zellen wurden mit CD25 mAb (BT563
und GαM-FITC) gefärbt und im FACS analysiert. Die Streulichteigenschaften sind in
Dotplots, die IL-2 Rezeptorexpression der T-Zellen (Gate R1) als ausgefüllte
Histogramme dargestellt. Die Fluoreszenzintensität der Zweitreagenzkontrolle (GαM-
FITC Ab) wird als offene Histogramme gezeigt.
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3.4.3 CD95L in der Effektorphase zytotoxischer Immunreaktionen
3.4.3.1 Zytolyse durch alloaktivierte T-Zellen
Es sollte die Frage analysiert werden, ob die ektopische Expression des CD95L Zielzellen
vor der Zerstörung durch alloaktivierte T-Zellen schützen kann. Zu diesem Zweck wurden T-
Zellen von geeigneten Blutspendern für sieben Tage mit bestrahlten 293pcDNA Zellen in
Anwesenheit von IL-2 aktiviert und dann als Effektorzellen in Zytotoxizitätstests eingesetzt.
Gefragt wurde, in welchem Umfang diese Effektorzellen 293 pcDNA und 293h95L Zielzellen
lysieren können. Als Testsystem dienten 51Cr-Freisetzungstests. Nach 4 h und 20 h wurde der
Anteil spezifischer Lyse in diesem System über die an den Überstand freigesetzte Aktivität
berechnet. In Abbildung 3.19 sind vier repräsentative Versuche aus dieser Serie von
Experimenten dargestellt. Nach 4 h Inkubation von 293pcDNA Zellen mit den alloaktivierten
Effektorzellen konnte in den Ansätzen eine schwache Zytolyse der Zellen beobachtet werden,
die nach 20 h Inkubationszeit deutlich gesteigert war. Für die 293h95L Zellen wurden nach
4 h Inkubation vergleichbare Lyseraten wie für die 293pcDNA Zellen bestimmt. Diese
Lyseraten wurden aber im weiteren Verlauf der Experimente bis zum 20 h Zeitpunkt nicht
weiter gesteigert. Die CD95L+ Zellen schienen demnach im Sinne einer nicht fortschreitenden
Zerstörung geschützt.
Um zu überprüfen, ob dieses Phänomen auch bei der Verwendung von isolierten CD8+ T-
Zellen beobachtet werden kann, wurden Versuche mit aktivierten CD8+ T-Zellen als Effektor-
zellen durchgeführt. Der in Abbildung 3.20 dargestellte Versuch ist repräsentativ für eine
Serie von drei unabhängigen Experimenten. Bei der Verwendung von 293pcDNA Zellen als
Zielzellen wurde nach 4 h eine spezifische Lyserate bestimmt, die deutlich höher war, als die
in den Versuchen mit Gesamt-T-Zellen als Effektorpopulation. Diese Beobachtung läßt sich
durch den hohen Anteil von zytotoxischen Vorläuferzellen innerhalb der CD8+ Zellen und
einem sich daraus ergebenden relativ höheren Effektor/Target Verhältnis erklären. Die
Lyserate wurde im Versuchsverlauf bis zum Zeitpunkt nach 20 h Inkubation weiter gesteigert.
293h95L Zellen ließen sich durch die alloaktivierten CD8+ T-Zellen nach 4 h ähnlich gut
lysieren wie 293pcDNA Zellen. Wie in den Versuchen mit Gesamt-T-Zellen wurde diese
Zytolyserate im weiteren Verlauf des Experiments jedoch nicht mehr gesteigert. Die Zytolyse
der 293h95L Zellen kam also auch bei Verwendung von CD8+ Effektorzellen nach einer
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Cr-Freisetzungstest mit 293 Transfektanten als Target- und
alloaktivierten T-Zellen als Effektorzellen
T-Zellen von Blutspendern, die sich im MHC-Klasse I Haplotyp von 293 Zellen
unterschieden, wurden isoliert und für 7 d mit bestrahlten 293pcDNA Zellen und IL-2
kultiviert. Lebende Zellen wurden durch Ficollseparation isoliert und als Effektoren auf
51Cr-markierte 293pcDNA (offene Kreise) und 293h95L (geschlossene Quadrate)
Zielzellen titriert. Die spezifische Lyse wurde nach Standardprotokoll nach 4 h (linke
Spalte) und 20 h (rechte Spalte) bestimmt und gegen das Effektor/Target Verhältnis
aufgetragen. HLA-Haplotyp der T-Zellen: a) A:2/11; B:7/8; C:7/- b) A:1/8; B:8/35; C:4/7
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Abbildung 3.20:
51
Cr-Freisetzungstest mit 293 Transfektanten als Target- und
alloaktivierten CD8
+
 T-Zellen als Effektorzellen
CD8+ T-Zellen wurden von einem geeigneten Blutspender isoliert, für 7 Tage mit
293pcDNA Zellen aktiviert und als Effektorzellen in einem 51Cr-Test eingesetzt. Der
Anteil spezifischer Lyse der 293pcDNA Zellen (Kurven mit offenen Kreisen) und
293h95L Zellen (geschlossene Quadrate) wurde nach 4 h und 20 h nach
Standardprotokoll bestimmt und gegen das Effektor/Target Verhältnis aufgetragen.
HLA-Haplotyp der T-Zellen: A: 1/11; B: 35/60; C: 3/4
Aufgrund der Zelltod-induzierenden Kapazität von 293h95L Zellen schien es
wahrscheinlich, daß die beobachtete Reduktion der spezifischen Zytolyse dieser Zellen im
Vergleich zu 293pcDNA Zellen auf einer apoptotischen Elimination von Effektor-T-Zellen
zurückzuführen ist. Zur Überprüfung dieses Konzepts wurden T-Zellen von geeigneten
Blutspendern isoliert und für sieben Tage mit bestrahlten 293pcDNA und IL-2 kultiviert. Die
so generierten Effektorzellen wurden mit 293 Transfektanten kokultiviert und nach 16 h
durchflußzytometrisch analysiert Der in Abbildung 3.21 dargestellte Versuch zeigt, daß die
Inkubation von alloaktivierten T-Zellen mit 293pcDNA Zellen keinen Einfluß auf den Anteil
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blastoider Zellen in der Kokultur hat (mittlere Spalte). In diesen Kokulturen wurden keine
toten T-Zellen gefunden. Der Anteil CD95+ Zellen lag in diesen Kulturen bei über 60 %. Die
Kokultur von 293h95L Zellen mit alloaktivierten Effektorzellen führte dagegen zu einem
Verlust der blastoiden T-Zellpopulation (rechte Spalte). Diese Elimination ging einher mit
dem Auftreten eines hohen Anteils toter (PI+) Zellen (82 %). In der überlebenden (PI-)
Zellpopulation fanden sich nur noch 14 % CD95+ Zellen. Die in diesem Versuch verwendeten
Effektorzellen entsprachen jenen, die für das Experiment (c) aus Abbildung 3.19 verwendet
wurden. Dieser Befund macht es wahrscheinlich, daß CD95L+ Zielzellen Apoptose-
empfindliche, alloaktivierte Effektor-T-Zellen eliminieren und damit vor der Zerstörung
geschützt sind.






















Abbildung 3.21: FACS-Analyse alloaktivierter T-Zellen nach Kokultur mit 293
Transfektanten
Alloaktivierte T-Zellen wurden für 16 h +/- 293 Transfektanten kultiviert. Zellen wurden
mit PI und CD95 mAb (SM1/23 und GαM-FITC) gefärbt und durch „gating“ nur die T-
Zellen mit dem FACS analysiert. Die Streulichteigenschaften der T-Zellen in den
verschiedenen Ansätzen sind in den oberen Dotplots dargestellt. In den unteren Dotplots
wurde die Fluoreszenz der CD95 Rezeptor Färbung gegen die der PI-Färbung
aufgetragen. Die Histogramme zeigen die CD95 Rezeptor Expression der lebenden (PI-)
T-Zellen in den Kulturen.
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Die Beobachtung, daß bei der Kokultur von 293h95L Zielzellen mit Effektor-T-Zellen
trotz der massiven Induktion von Zelltod in der Effektorpopulation eine gewisse Zerstörung
von 293h95L Zellen auftrat (Abb. 3.19; rechte Spalte), deutet auf das Auftreten von
gleichzeitigen Zelltod in beiden Zelltypen hin. Um diese Möglichkeit zu testen, wurden
Versuche durchgeführt, welche gleichzeitig die Detektion apoptotischer Zellen in beiden
Zelltypen ermöglichten. Hierzu wurden alloaktivierte T-Zellen mit 293 Transfektanten für 6 h
kokultiviert und anschließend mit Propidiumiodid und Annexin V-FITC gefärbt. Durch die
charakteristischen Streulichteigenschaften konnten separate Meßfenster auf T-Zellen (R1) und
293 Zellen (R2) gesetzt werden. Das Annexin V Molekül bindet an Phosphatidylserine, die
von sterbenden Zellen sehr früh im Verlauf der Apoptose durch den Verlust der
Membranasymmetrie an der Zelloberfläche präsentiert werden. Der in Abbildung 3.22
dargestellte Versuch, der repräsentativ für eine Serie von drei Experimenten ist, zeigte, daß in
Kokulturansätzen mit alloaktivierter T-Zellen und 293pcDNA Zellen Apoptose nur in den 293
Zellen detektiert wurde (obere Reihe). Der Anteil Annexin V+ T-Zellen (25 %) entsprach in
der Größenordnung jenem in Kontrollansätzen gemessenen Wert (32 %). In den Ansätzen mit
293h95L Zellen (mittlere Reihe) waren dagegen über 80 % der alloaktivierten T-Zellen
Annexin V+. Ebenso wurde in der Population der 293h95L Zellen dieser Ansätze eine
Induktion von Zelltod beobachtet. Der Anteil Annexin V+ 293h95L Zellen (20 %) war jedoch
etwas geringer als der Anteil Annexin V+ 293 Zellen (26 %) in den Ansätzen mit den
Vektorkontrollzellen.
Diese Versuche geben einen weiteren Hinweis darauf, daß der Schutz von Zielzellen
durch die Oberflächenexpression des CD95L auf die Elimination der für CD95 Rezeptor-
vermittelte Apoptose empfindlichen Effektor-T-Zellpopulation zurückgeführt werden kann.
Die gezeigten Experimente legen weiterhin den Schluß nahe, daß die Oberflächenexpression
von CD95L die Zerstörung von Zellen durch alloaktivierte Effektor-T-Zellen nicht verhindern
kann, da die Effektorzellen, auch wenn in diesen bereits das Programm zur Apoptose gestartet
wurde, bis zu einem gewissen Zeitpunkt noch in der Lage sind, Zielzellen zu zerstören.
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Abbildung 3.22: FACS-Analyse von  Kokulturansätzen nach Annexin V-FITC-
Färbung
Alloaktivierte T-Zellen wurden für 6 h mit 293pcDNA Zellen und 293h95L Zellen
kultiviert. Die Zellen wurden mit PI und Annexin V-FITC gefärbt und im FACS
analysiert. In den Dotplots sind die Streulichteigenschaften der PI- Zellen der Kokultur-
ansätze dargestellt. Die T-Zellen (R1) und 293 Zellen (R2) konnten über diese Eigen-
schaften unterschieden werden. Die Histogramme zeigen den Anteil Annexin V+ Zellen
in den Ansätzen. In den Histogrammen der unteren Zeile ist das Hintergrundsignal der
Annexin V Färbung der separat kultivierten Kontrollansätze dargestellt.
3.4.3.2 Zytolyse durch zytokinaktivierte Effektorzellen
Zusätzlich zu den lytischen Effekten alloaktivierter T-Zellen wurde im Rahmen dieser
Arbeit untersucht, ob zytokinaktivierte, zytotoxische Effektorzellen in der Lage sind, 293
Zellen zu lysieren und ob es möglich ist, eine solche Zytolyse durch die Expression des
CD95L auf Zielzellen zu beeinflussen. Hierfür wurden IL-2 aktivierte T-Zellen (sieben Tage





































Cr-Freisetzungstest mit 293 Transfektanten als Target- und
IL-2 kultivierten T-Zellen als Effektorzellen
T-Zellen wurden 7 d in Anwesenheit von IL-2 (20 U/ml) kultiviert und als Effektorzellen
in 51Cr-Freisetzungstests zur Lyse von 293pcDNA (offene Kreise) und 293h95L Zellen
(geschlossene Quadrate) eingesetzt. Die Werte für den Anteil spezifischer Lyse sind
Mittelwerte aus sieben unabhängigen Experimenten; die Standardabweichung ist als
Fehlerbalken angegeben.
Auch für diese Zellen wurde zunächst in 51Cr-Freisetzungstests untersucht, ob diese
zytotoxisches Potential zur Zerstörung von 293 Zellen besitzen. Die in Abbildung 3.23
dargestellten sieben Experimente zeigten, daß die mit IL-2 kultivierten T-Zellen in der Lage
sind, 293pcDNA Zellen in Abhängigkeit vom Effektor/Target Verhältnis zu lysieren. Die nach
4 h bestimmten Werte für die Zytolyse der 293pcDNA Zellen wurden im weiteren Verlauf der
Experimente noch gesteigert (von 27 % auf 39 % bei einem Effektor/Target Verhältnis von
25/1). Für die 293h95L Zellen wurden sowohl nach 4 h als auch nach 20 h fast identische
Werte wie für die CD95L- 293pcDNA Zellen berechnet (26 % nach 4 h und 37 % nach 20 h
bei einem Effektor/Target Verhältnis von 25/1). Die Expression des CD95L schien demnach
die Zytolyse der 293 Zellen durch die IL-2 aktivierten T-Zellen nicht zu beeinflussen.
Es stellte sich nun die Frage, ob es in der Population der IL-2 aktivierten T-Zellen
überhaupt zu einer Induktion von CD95 Rezeptor-spezifischer Apoptose durch die Kokultur
mit 293h95L Zellen kommt. Die T-Zellen wurden hierfür, wie die alloaktivierten Zellen, mit
den 293 Transfektanten für 16 h kokultiviert und der Anteil toter T-Zellen nach Färbung mit
PI durchflußzytometrisch bestimmt. Die in Abbildung 3.24 dargestellte FACS-Analyse zeigt,
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daß die Kokultur der IL-2 aktivierten T-Zellen mit 293pcDNA Zellen die Vitalität der T-
Zellen nicht beeinflußt (linker und mittlerer Dotplot). Wurden IL-2 kultivierte T-Zellen mit
CD95L+ 293h95L Zellen kokultiviert, so kam es zu einer Induktion von Zelltod in einer
Teilpopulation (rechter Dotplot). In diesen Ansätzen waren über 30 % der Zellen PI+.
Gleichzeitig wurde der Anteil CD95+ Zellen von etwa 30 % auf unter 5 % reduziert. Der
Anteil toter Zellen war jedoch deutlich geringer, als in den Versuchsansätzen mit
alloaktivierten T-Zellen (über 80 %, siehe Abb. 3.21). IL-2 aktivierte T-Zelle waren
demzufolge zu einem geringeren Teil empfindlich für die CD95L induzierte Apoptose.
IL-2 akt T Zellen
+ KM
IL-2 akt T Zellen
+ 293pcDNA Zellen







7,6 % PI+25,4 % 7,7 % PI+27,3 % 32,7 % PI+4,3 %
Abbildung 3.24: FACS-Analyse von Kokulturen mit 293 Transfektanten und IL-2
aktivierten T-Zellen
T-Zellen wurden 7 d mit IL-2 kultiviert, für 16 h mit Kulturmedium (KM), 293pcDNA
Zellen oder 293h95L Zellen inkubiert und anschließend mit CD95 mAb (SM1/23 und
GαM-FITC) und PI gefärbt. Die Ergebnisse der FACS-Analyse sind in Dotplots dar-
gestellt, in denen die PI-Fluoreszenz gegen die CD95 Rezeptorexpression aufgetragen ist.
Eine einfache Erklärung für die geringere Apoptoseempfindlichkeit der mit IL-2
kultivierten T-Zellen ist eine reduzierte Expression des CD95 Rezeptors im Vergleich zu den
durch Alloantigen aktivierten T-Zellen. Die durchflußzytometrische Analyse der CD95
Rezeptorexpression (Abb. 3.25) zeigte, daß die mit IL-2 kultivierten T-Zellen den Rezeptor in
höherer Dichte exprimieren als frisch isolierte, ruhende T-Zellen. Im Vergleich zu den
alloaktivierten T-Zellen ist der Anteil der Zellen, die den Rezeptor in hoher Dichte
exprimieren, aber stark reduziert. Der Anteil CD45R0+ und blastoider Zellen war ebenfalls

































Abbildung 3.25: FACS-Analyse von T-Zellen mit verschiedenem Aktivierungsgrad
Ruhende (obere Reihe), 7 Tage in Anwesenheit von IL-2 kultivierte (mittlere Reihe) und
mit bestrahlten 293pcDNA Zellen als Alloantigen aktivierte T-Zellen (untere Reihe)
wurden mit CD95 mAb (SM1/23 und GαM-FITC) und CD45R0 mAb (UCHL1 und
GαM-FITC) gefärbt und im FACS analysiert. Die Streulichteigenschaften sind in
Dotplots, die CD95 Rezeptorexpression der T-Zellen (Meßfenster R1) in Histogrammen
dargestellt. In den Dotplots in der rechten Spalte ist die CD45R0 Expression dieser T-
Zellen gegen deren Vorwärtsstreulichteigenschaften aufgetragen.
Die Frage der gleichzeitigen Induktion von Apoptose in der Effektor- und in der
Zielzellpopulation wurde auch für die IL-2 aktivierten T-Zellen getestet. Abbildung 3.26
zeigt, daß in den Ansätzen mit 293pcDNA Zellen (obere Reihe) etwa 50 % der 293 Zellen
Annexin V+ waren. In der T-Zellpopulation dieser Ansätze wurde kaum eine Induktion von
Apoptose beobachtet. In der 293 Zellpopulation der Ansätze mit 293h95L Zellen (untere
Reihe) wurde ebenfalls eine Induktion von Zelltod beobachtet (etwa 40 % Annexin V+
Zellen). In diesen Ansätzen wurde hingegen zusätzlich, wie nach dem in Abbildung 3.24
gezeigten Versuch zu erwarten war, eine Induktion von Apoptose in der T-Zellpopulation
beobachtet. Der Anteil Annexin V+ Zellen in dieser Population war jedoch geringer, als in den
Ansätzen mit alloaktivierten T-Zellen (über 80 %).
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Abbildung 3.26: FACS-Analyse von Kokulturansätzen nach Annexin V-FITC-
Färbung
7 Tage mit IL-2 kultivierte T-Zellen wurden mit 293 Transfektanten für 6 h kokultiviert.
Die Zellen wurden mit PI und Annexin V-FITC gefärbt und im FACS analysiert. Die
Vorwärts- und Seitwärtsstreulichteigenschaften der PI- Zellen der Kokulturansätze sind
in Dotplots dargestellt. T-Zellen (R1) und 293 Zellen (R2) wurden über diese Eigen-
schaften unterschieden und der Anteil Annexin V+ Zellen in den Ansätzen in Histo-
grammen dargestellt. Die verwendeten isolierten T-Zellen entsprachen jenen, die für den
Versuch aus Abb. 3.22 auch mit Alloantigen aktiviert wurden.
Die Untersuchungen mit IL-2 aktivierten T-Zellen zeigten, daß die CD95L Expression die
293h95L Zellen nicht vor der Zerstörung durch diese zytotoxische Effektorpopulation schützt.
Eine mögliche Erklärung für diesen Befund kann die Beobachtung liefern, daß diese
Effektorzellen den CD95 Rezeptor in einer geringeren Dichte als die alloaktivierten T-Zellen
exprimieren. Die geringere Expressionsdichte ging einher mit einer geringeren Induktion von
Zelltod in Populationen von IL-2 aktivierten T-Zellen im Vergleich zu den alloaktivierten
Zellen. Wenig Elimination von Zellen mit zytotoxischen Potential sollte, der für die
alloreaktiven T-Zellen vorgeschlagenen Argumentationskette folgend, das Ausbleiben von
Schutzeffekten der CD95L Expression vor Zytolyse erklären.
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3.4.3.3  Zytolyse durch natürliche Killer (NK) Zellen
Neben den bisher untersuchten alloreaktiven, zytotoxischen T-Zellen und den IL-2
aktivierten Effektorzellen sind NK Zellen eine weitere zytotoxische Effektorpopulation des
Immunsystems mit zytotoxischem Potential. Auch für diesen Effektorzelltyp stellte sich die
Frage, ob die ektopische Expression des CD95L Zielzellen vor einer Zerstörung durch diese
Effektoren schützt. NK Zellen wurden durch MACS-Separation aus E+ Zellen (CD2+) von
Blutspendern isoliert. Hierbei wurden CD3+ und HLA DR+ Zellen aus der PBL Population
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Cr-Freisetzungstest mit 293 Transfektanten als Target- und NK
Zellen als Effektorzellen
293pcDNA Zellen (offene Kreise) und 293h95L Zellen (geschlossene Quadrate) wurden
51Cr-markiert und als Zielzellen in Zytotoxizitätstests eingesetzt. Frisch isolierte NK
Zellen wurden als Effektorzellen auf diese titriert und der Anteil spezifische Lyse nach
4 h und 20 h nach Standardprotokoll bestimmt. Die berechneten Werte wurden in den
Graphen gegen das Effektor/Target Verhältnis aufgetragen.
Mit 51Cr-Freisetzungstests wurde zunächst untersucht, ob diese Zellen das Potential zur
Zytolyse von 293 Zellen besitzen. Der in Abbildung 3.27 dargestellte Test zeigt, daß NK
Zellen in der Lage waren, sowohl die 293pcDNA Zellen als auch die CD95L+ 293h95L Zellen
zu lysieren. Für beide Zielzelltypen wurden bereits nach 4 h Inkubation relativ hohe Lyseraten
bestimmt. Dies zeigt, daß NK Zellen eine sehr effektive zytotoxische Zellpopulation sind.
Nach 20 h waren im dargestellten Experiments die Lyseraten für beide Zielzelltypen weiter
Ergebnisse
80
gesteigert. Hierbei kam es zu einer geringfügigen Reduktion der Zytolyse von 293h95L
Zellen. Weitere Experimente mit NK Zellen als zytotoxische Effektorzellen, die in Tabelle 3.7
zusammengefaßt sind, zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied in der Lyse von
CD95L+ Zielzellen, was zu dem Schluß führte, daß Expression von CD95L keinen effektiven
Schutz vor der Zerstörung durch NK Zellen ermöglicht.
Tabelle 3.7: NK Zellyse von 293 Transfektanten 
1)
1) NK Zellen wurden präpariert und als Effektorzellen in Zytotoxizitätstests zur Lyse
von 51Cr-markierten 293 Transfektanten eingesetzt. Der Anteil spezifischer Lyse
wurde nach Standardprotokoll bestimmt.
2) % spezifische Zellyse nach 20 h bei einem Effektor/Target Verhältnis von 25/1
Es stellte sich die Frage, ob es in der NK Zellpopulation überhaupt zu einer Induktion von
Apoptose durch die Inkubation mit 293h95L Zellen kommt. Zur Klärung dieser Frage wurden
die NK Zellen mit 293 Transfektanten kokultiviert und nach 16 h der Anteil PI+ NK Zellen
durchflußzytometrisch bestimmt. Während die Kokultur mit 293pcDNA Zellen keinen
Einfluß auf die Vitalität der NK Zellen hatte, wurden für die mit 293h95L Zellen kultivierten
NK Zellen in fünf unabhängigen Experimenten nach 16 h ein Anteil von PI+ Zellen zwischen
5 % und maximal 25 % detektiert (ohne Abbildung). Die NK Zellen waren demnach weniger
empfindlich für die CD95 Rezeptor-vermittelte Apoptose als die untersuchten
T-Zellpopulationen.
Eine naheliegende Erklärung für die geringere Empfindlichkeit für Apoptose wäre eine
fehlende oder geringe Expression von CD95 Rezeptor auf NK Zellen. Um diese zu
untersuchen, wurden NK Zellen durchflußzytometrisch analysiert. Beim Vergleich von NK
Zellen verschiedener Blutspender wurden unterschiedliche Expressionsdichten gefunden
(Abb. 3.28). Bei einigen Probanden fielen extrem geringe CD95-Dichten auf (Exp. 1, mittlere
Fluoreszenzintensität bei Kanal 9) während andere Dichten zeigten, die in etwa der von








ruhenden „memory“ Zellen entsprach (Exp. 2, mittlere Fluoreszenzintensität bei Kanal 27).
Im Vergleich dazu wurden für die besonders Apoptose-empfindlichen durch Alloantigen

















Abbildung 3.28: FACS-Analyse der CD95 Rezeptorexpression isolierter NK Zellen
NK Zellen wurden isoliert und mit CD95 mAb (APO-1) und GαM-FITC gefärbt. Die
durchflußzytometrische Analyse der Expression des CD95 Rezeptors wurde mit den
Expressionsmustern von ruhenden und alloaktivierten T-Zellen (Histogramme in der
oberen Reihe) verglichen. Die Zahlen geben den Kanal mit der durchschnittlichen
Fluoreszenzintensität der dargestellten Histogramme an.
Neben den ruhenden NK Zellen sollten auch aktivierte NK Zellen in ihrer lytischen
Kapazität gegenüber 293h95L und 293pcDNA Zielzellen untersucht werden. Die geringe
Anzahl NK Zellen, die aus einem Buffy coat isoliert werden konnte, machte es jedoch
schwierig, diese durch bestrahlte 293pcDNA Zellen zu aktivieren und eine ausreichende Zahl
von Effektorzellen zu generieren. Durch die Identifikation von Blutspendern mit
ungewöhnlich hohem Anteil von NK Zellen konnte dieses Problem überkommen werden. Der
Anteil CD56+ Zellen in der E+ Population dieser Spender lag bei etwa 25 % (Abb. 3.29),


















Abbildung 3.29: FACS-Analyse frisch isolierter E
+




Frisch isolierte E+ Zellen wurden zur FACS-Analyse mit CD56 mAb (T199 und GαM-
FITC) gefärbt. Die Ergebnisse der FACS-Messungen sind als Dotplots (CD56
Fluoreszenz gegen Vorwärtsstreulichteigenschaften) und als Histogramm dargestellt.
HLA-Haplotyp des Blutspenders: A: 25/30; B: 38/18; C: -/-
Wurden diese NK-reichen Zellpopulationen mit bestrahlten 293pcDNA Zellen und IL-2
kultiviert, zeigte es sich, daß alle CD56+ Zellen blastoid wurden und den CD95 Rezeptor
hochregulierten. Demnach liegt der Schluß nahe, daß es in diesen Kulturen zu einer
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E+ Zellen des Blutspenders aus Abb. 3.29 wurden für 7 d mit bestrahlten 293pcDNA
Zellen und IL-2 kultiviert. Durchflußzytometrisch wurde die Entwicklung blastoider
Zellen (linker Dotplot) und die Expression von CD95 und CD56 auf den blastoiden
Zellen nach Färbung mit CD95 mAb (SM1/23 und GαM-FITC) und CD56 mAb (T199
und GαM-FITC) analysiert. Die gemessenen Fluoreszenzen der Lymphozyten
(analytisches Fenster R1) wurden in Dotplots gegen deren Vorwärtsstreulicht-
eigenschaften aufgetragen.
In 51Cr-Freisetzungstests wurde nun die Frage untersucht, ob die CD95L Expression auf
Zielzellen einen Einfluß auf die Zytolyse dieser Zellen durch aktivierte CD95+ NK Zellen hat.
Es konnte gezeigt werden, daß diese Effektorpopulation in der Lage war, 293pcDNA Zellen
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zu lysieren (Abb. 3.31). Die Kurve für die Zytolyse von 293h95L Zellen verlief nach 4 h
Inkubation nahezu identisch. Die Expression des CD95L hatte in diesem Zeitraum demnach
keinen Einfluß auf die Zielzellyse. Für die Zytolyse nach 20 h Inkubation ergab sich jedoch
ein uneinheitliches Bild. Während die Zytolyse der 293h95L Zellen bei geringen
Effektor/Target Verhältnissen (bis zu 3,2:1) unterhalb der für 293pcDNA Zellen berechneten
lag, wurden für höhere Verhältnisse (6,25:1 und 12,5:1) wieder Werte bestimmt, die mit der
Zytolyse von 293pcDNA Zellen vergleichbar waren. Eine mögliche Erklärung für diesen
Befund könnte in der Heterogenität der Lymphozytenpopulation in diesen Ansätzen zu suchen
sein. Da alle blastoiden Zellen als CD56+ Zellen identifiziert wurden, ist es unwahrscheinlich,
daß sich in diesen Kulturen alloaktivierte Effektor-T-Zellen entwickelt haben. IL-2 aktivierte
T-Zellen können hingegen in diesen Kulturen eine Rolle spielen. Das zytotoxische Potential
zur Lyse von 293 Zellen dieser Zellpopulation wird durch die Expression von CD95L nicht
beeinflußt (Abschnitt 3.4.3.2) und sie könnten bei hohen Effektorzellzahlen für die bei beide
Targetzelltypen vergleichbar hohen Lyseraten verantwortlich sein.. Die bei geringen Effektor-
zellzahlen auftretende Lyse wäre dementsprechend den aktivierten NK Zellen zuzuordnen, die
durch ihre CD95 Rezeptorexpression selbst Apoptose-empfindlich sind und in den Ansätzen




































Cr-Freisetzungstest mit 293 Transfektanten als Target- und
aktivierten NK Zellen als Effektorzellen
293pcDNA (offene Kreise) Zellen und 293h95L (geschlossene Quadrate) Zellen wurden
51Cr-markiert und die aktivierten NK Zellen als Effektoren auf diese titriert. Der Anteil
spezifischer Zellyse wurde nach 4 h und 20 h dem Standardprotokoll entsprechend
berechnet und im Graphen gegen des Effektor/Target Verhältnis aufgetragen.
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3.5 Modulation von Immunreaktionen durch IFN-α induzierbare
CD95L Expression
Die in Abschnitt 3.3 gezeigte Induktion von Apoptose in der CD95+, ruhenden „memory“
Zellpopulation macht deutlich, daß eine konstitutive Expression des CD95L Zelltod auch in
Zellen auslöst, die nicht durch Alloantigen aktiviert wurden. Die konstitutive Expression des
CD95L auf einem transplantierten Organ könnte demnach das Immunsystem eines
Empfängers kontinuierlich beeinflussen, ohne die im Rahmen der Aktivierung von T-Zellen
beobachteten Empfindlichkeit für Apoptose auszunutzen. Eine Möglichkeit, die Wirkung des
CD95L auf einen definierten Zeitraum zu beschränken, ist die induzierte Expression dieses
Moleküls durch einen exogenen Stimulus. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob in einem
Zellsystem, in dem die Expression des transgenen CD95L exogen induziert wird, ähnliche
Wirkungen des Liganden auf die Zytolyse von Zielzellen durch aktivierte T-Zellen beobachtet
werden können. Für diese Experimente wurden 293 Zellen verwendet, die transient mit dem
Mx-Promotorkonstrukt transfiziert wurden und deren CD95L Expression durch humanes IFN-
































Abbildung 3.32: Zytolyse von 293 Transfektanten durch PHA aktivierte CD8
+
T-Zellen
Transient transfizierte 51Cr-markierte 293 Zellen wurden als Zielzellen verwendet und
PHA aktivierten CD8+ T-Zellen als Effektoren eingesetzt. Nach 20 h wurde die Aktivität
des 51Cr im Überstand bestimmt. Die spezifische Lyse der 293 Zellen + pcDNA bei
einem Effektor/Target Verhältnis von 100:1 wurde gleich 100 % gesetzt. Die Lyse der
anderen Zielzelltypen wurde zu diesem Wert in Bezug gesetzt.
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Für den in Abbildung 3.32 dargestellten 51Cr-Freisetzungstest wurden als Effektorzellen
CD8+ T-Zellen verwendet, die mit PHA und IL-2 aktiviert worden waren. Im Vergleich zu
den 293 Zellen + pcDNA wurde schon bei nicht-induziertem Mx-h95L Konstrukt eine
verminderte Zytolyse der Zielzellen beobachtet. Dies entsprach der geringen CD95L
Expression auf diesen Zellen (Abb. 3.4). Die Induktion des Mx-Promotors durch IFN-α führte
zu einer weiteren Verminderung der Zytolyse, was im Einklang steht mit einer gesteigerten
CD95L Expression auf den induzierten Zellen (Abb. 3.4). Dieses Experiment ist repräsentativ
für eine Serie von vier Experimenten und zeigt, daß die Reduktion der Zielzellyse abhängig
von der Expressionsdichte des transgenen CD95L war. Zusätzlich wurde demonstriert, daß die





Der CD95L ist ein Zelloberflächenmolekül, welches durch Bindung an den CD95
Rezeptor einer Zielzelle apoptotischen Zelltod induzieren kann. T-Zellen exprimieren den
CD95 Rezeptor nach einer Aktivierung in hoher Dichte und sind in diesem Stadium besonders
empfindlich für dieses Apoptosesignal. Die Induktion von Apoptose in T-Zellen, die durch
Antigene eines Transplantats aktiviert worden sind, könnte eine Strategie zur klonalen
Deletion und für eine daraus resultierende Toleranzentwicklung nach Allo- oder Xeno-
transplantation sein. Dieses Konzept eröffnet auch die Möglichkeit, durch gentechnisch
erzeugte, ektopische Expression von Zelltod-auslösenden Molekülen, Zellen und Gewebe zu
schützen. In aktivierten, zytotoxischen T-Zellen würde der apoptotische Zelltod ausgelöst,
sobald sie mit „geschützten“ Zellen in Kontakt treten. In der vorliegenden Arbeit wurden
diese Konzepte mit Hilfe eines in vitro Modellsystems geprüft. Hierzu wurden nach
Transfektion der humanen CD95L-negativen Nierenzellinie 293 mit CD95L-cDNA Zellen mit
hoher CD95L Expression isoliert. Mit dem Ziel, detaillierte Hinweise auf das immun-
modulatorische Potential des CD95L zu bekommen, wurde gefragt, welche Auswirkungen die
Konfrontation von CD95L-exprimierenden Transfektanten und Kontrollzellen mit T-Zellen
aus unterschiedlichen Aktivierungsstadien hat. In der folgenden Diskussion der Befunde wird
zunächst darauf eingegangen, in welchem Umfang Zelltod in den verschiedenen Stadien
beobachtet werden konnte und welche Ursachen für unterschiedliche Apoptose-Empfindlich-
keiten von T-Zellen in Frage kommen könnten. Danach wird ein Block von Experimenten
besprochen, in denen CD95L-exprimierende und CD95L-negative Zellen als Stimulatoren
zum Auslösen von Immunantworten verwendet worden sind. Zum Schluß wird die
Möglichkeit diskutiert, CD95L als protektives Molekül zur Verhinderung von zellvermittelter
Zytolyse einzusetzen.
4.1 CD95L-vermittelte Induktion von Zelltod in T-Zellen
Bei der Kokultur von 293h95L Zellen mit ruhenden T-Zellen kam es zur Induktion von
Apoptose in einer Teilpopulation, die den CD95 Rezeptor in nachweisbarer Dichte
exprimierte (Abb. 3.1). Die Induktion von CD95-vermitteltem Zelltod in ruhenden T-Zellen
widerspricht dem ursprünglich für das CD95 Rezeptor/Ligandensystem entworfenen
Wirkschema. Dieses ging davon aus, daß frisch isolierte, nicht-aktivierte T-Zellen resistent
gegen Apoptose-vermittelnde Signale durch den CD95 Rezeptor sind und erst im Rahmen
Diskussion
87
einer Aktivierung empfindlich für diesen Stimulus werden [59, 60, 116]. Hieraus ergibt sich
die Frage nach der Ursache für die unterschiedlichen Befunde. In den Versuchen, die zur
Entwicklung dieses Modells führten, wurden CD95 Antikörper für die Induktion von
Apoptose verwendet. Nach Kreuzvernetzung waren diese zwar imstande, Zelltod in
aktivierten T-Zellen auszulösen, ruhende T-Zellen konnten jedoch, anders als bei Kokultur
mit den CD95L-exprimierenden 293h95L Zellen, nicht eliminiert werden. Eine mögliche
Erklärung für die unterschiedlichen Effekte von CD95 Antikörpern und dem CD95L könnte in
der unterschiedlichen Bildung des Zelltod-induzierenden Rezeptorsignaltransduktions-
komplexes (DISC) liegen. Für das Antikörper-induzierte Signal wurde beschrieben, daß drei
Rezeptoren für die Signalinduktion ein Homotrimer formieren, an dem sich der DISC bildet
[82]. In ruhenden T-Zellen scheint eine solche Trimerisierung für die Induktion des
Apoptosesignals nicht ausreichend zu sein, da die Zellen auch Schutzproteine zur Blockade
dieses Signalwegs exprimieren (z.B. cFLIP [99]. Es ist denkbar, daß die Bindung des CD95L
an die CD95 Rezeptoren von nicht-aktivierten T-Zellen diese Blockade überkommen kann.
Die Zellen könnten in diesem Fall einen anderen DISC bilden, der es ihnen ermöglicht, auch
in diesem Aktivierungsstadium apoptotisch zugrunde zu gehen. Suda et al. [67] haben
Hinweise darauf gefunden, daß die membranständige Form des CD95L zu einer
Oligomerisierung von CD95 Rezeptoren führen könnte, deren Komplexität die von
Homodecameren überschreitet. Ein solcher Rezeptorkomplex sollte demnach über seine
Todesdomäne die Ausbildung eines DISC ermöglichen, dessen Signal in ruhenden T-Zellen
nicht blockiert werden kann und so die Aktivierung der Caspasenkaskade ermöglicht.
In aktivierten T-Zellen ließ sich die Apoptose sowohl mit CD95 Antikörpern als auch mit
CD95L-exprimierenden 293h95L Zellen auslösen (Tab. 3.1 und 3.4). Diese Zellen
exprimierten CD95 in höherer Dichte als ruhende Zellen. Der Befund führte zu der
Überlegung, daß aktivierte T-Zellen durch die Aktivierungs-induzierte Neusynthese (gleiche
Transkriptionsfaktoren) von Proteinen der Apoptosesignalkaskade [98], den Signalweg zum
Zelltod für geringe Stimuli freigeben. Ruhende CD95+ T-Zellen besitzen demnach zwar alle
notwendigen Elemente der Apoptosesignalkaskade, jedoch in einer geringeren Konzentration.
Der Signalweg kann für schwache Apoptosestimuli, wie z.B. den kreuzvernetzten CD95
Antikörpern, durch Schutzproteine (z.B. cFLIP [99]) blockiert werden. Starke Stimuli, wie der
von 293h95L Zellen exprimierte CD95L können diese Blockade überkommen.
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4.2 Auslösen von Alloimmunantworten durch 293h95L und
293pcDNA Zellen
Um die Auswirkungen von CD95L in der Induktionsphase von Alloimmunantworten zu
untersuchen, wurden HLA-A3-negative T-Zellen mit den HLA-A3-exprimierenden 293h95L
und 293pcDNA Zellen stimuliert. Hierbei zeigte sich, daß die Expression des CD95L
zunächst keinen Einfluß auf die Aktivierung von alloreaktiven T-Zellen hat. Trotz des
primären Zelltods der CD95+ T-Zellen in den 293h95L Kulturen, kam es in der überlebenden
Population, ebenso wie in der 293pcDNA Kultur, zur Expression des IL-2R und somit zu
einem Aktivierungsprozeß. Da sich in den 293h95L Kulturen jedoch keine blastoiden
Effektor-T-Zellen (CTL) entwickelten, liegt der Schluß nahe, daß der Aktivierungsprozeß die
überlebenden Zellen in einen Apoptose-empfindlichen Zustand versetzte, so daß sie bei
Kontakt mit dem CD95L der 293h95L Zellen eliminiert werden, bevor es zur Differenzierung
von CTL kommt.
Die Beobachtung, daß T-Zellen über den CD95 Rezeptorsignalweg eliminiert werden
können, bevor sie voll aktiviert sind, steht zunächst im Gegensatz zu der Beobachtung, daß T-
Zellen gerade in dieser Phase der Aktivierung die Expression von Proteinen induzieren, die
vor Apoptose schützen (z.B. cFLIP Induktion durch TCR und TOSO). Die Untersuchungen,
die zu diesem Modell der induzierten Signalwegsblockade führten, wurden jedoch entweder
mit Zelltod-induzierenden CD95 Antikörpern [99-101] oder mit löslichem CD95L [35]
durchgeführt. Für beide Stimuli ist aber gezeigt worden, daß diese weniger effizient Apoptose
induzieren als der membranständige Ligand (CD95 mAb’s siehe Abschnitt 4.1; sCD95L siehe
[67, 117]). Dies bedeutet zum einen, daß T-Zellen für eine Elimination über den CD95
Rezeptorsignalweg nicht vollständig aktiviert werden müssen, sondern schon zu einem sehr
frühen Zeitpunkt im Verlauf eines Aktivierungsprozesses durch die Bindung von
membranständigen CD95L an ihre CD95 Rezeptoren apoptotisch werden. Zum anderen läßt
sich aus dieser Beobachtung aber auch ein Anforderungsprofil für potentielle CD95L+
Modulatorzellen ableiten, die eine Entwicklung von allospezifischen CTL als Reaktion auf
eine Aktivierung verhindern können. Solche Zellen müßten zum einen die Voraussetzung für
die Aktivierung von T-Zellen erfüllen. Hierfür ist die Interaktion von T-Zellrezeptoren (TCR)
und MHC-Molekülen der Klasse I bzw. der Klasse II erforderlich. Zusätzlich zu diesem
stimulatorischen Signal wird von den T-Zellen auch ein kostimulatorisches Signal benötigt.
Dieses kann z.B. durch die Bindung des CD28 Moleküls der T-Zellen an das CD80/B7
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Antigen der stimulierenden Zelle geliefert werden. Professionelle Antigen-präsentierende
Zellen (APC) entsprechen diesem Anforderungsprofil. Durch ektopische Expression von
CD95L auf allogenen APC’s sollte es demnach möglich sein, die Alloaktivierung und die
Differenzierung von allospezifischen CTL zu unterdrücken.
Ausgehend von diesem Konzept sind kürzlich Untersuchungen publiziert worden, die
zeigen, daß bei einer entsprechenden Vorgehensweise die Deletion von allospezifischen
Klonen und damit T-Zelltoleranz erzeugt werden konnte [118]. In den entsprechenden
Experimenten wurden CD95L-transfizierte Makrophagen eines Mäusestamms regelmäßig
über einen Zeitraum von vier Wochen in Mäuse eines allogenen Stamms gespritzt. Isolierte
Milzzellen der Empfängertiere zeigten eine Nichtreaktivität gegenüber dem Spender-
alloantigen, die in Kontrolltieren nicht beobachtet wurde.
4.3 CD95L als protektives Molekül zur Verhinderung von
zellvermittelter Zytolyse
Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente mit allospezifischen, zytotoxischen
Effektor-T-Zellen zeigten, daß diese Zellen in der Lage sind, 293 Zellen effektiv zu lysieren.
CD95L exprimierende 293h95L Zellen wurden jedoch zu einem geringeren Anteil lysiert
(Abb. 3.19). Die Arbeitshypothese zur Erklärung dieses Schutzeffektes besagt, daß die
alloaktivierten CTL sehr empfindlich für CD95L-vermittelten Zelltod sind und bei
Konfrontation mit CD95L-exprimierenden Zielzellen eliminiert werden, bevor sie diese
zerstören können. Diese Hypothese konnte dadurch bestätigt werden, daß die alloaktivierten
T-Zellen den CD95 Rezeptor in besonders hoher Dichte exprimierten. Weiterhin fand sich in
den Kokulturen aus alloaktivierten CTL und 293h95L Zellen ein sehr hoher Anteil toter T-
Zellen. Diese Befunde zeigen, daß es grundsätzlich möglich sein sollte, durch ektopische
Expression von CD95L einen Schutz von Zellen und Geweben vor der Zerstörung durch














Abbildung 4.1: Modell der gleichzeitigen Induktion von Zelltod (Attaque simultané)
Zytotoxische Effektorzellen, die eine Zielzelle lysiert haben, sind in der Lage Zelltod in
weiteren Zielzellen zu induzieren (oben). Trifft eine Apoptose-empfindliche
Effektorzelle auf eine CD95L+ Zielzelle (unten), so kommt es in beiden Zellen
gleichzeitig zur Induktion von Zelltod. Die Effektorzelle tötet in diesem Fall zwar ihre
Zielzelle, wird aber ebenfalls durch die Attaque simultané eliminiert und kann keine
weiteren Zielzellen lysieren.
Eine gewisse Einschränkung des Schutzkonzepts ergibt sich aus der Beobachtung, daß es
bei den 293h95L Zielzellen zwar zu einer deutlich verminderten Lyse kam, eine 51Cr-
Freisetzung aber dennoch gemessen werden konnte. Das bedeutet, daß auch die 293h95L
Zellen, wenn auch nur in geringem Umfang, zerstört werden können. Eine Erklärung hierfür
ergibt sich aus der Tatsache, daß in den 293h95L/CTL-Kokulturen beide Zelltypen das
Potential zur Lyse der jeweiligen anderen haben. Beim Aufeinandertreffen der beiden
Populationen kommt es daher in der Initialphase zur Induktion von Apoptose in beiden
Effektorzelltypen. Dieser Zustand kann mit einem Begriff aus dem Fechtsport umschrieben
werden. Beide Zelltypen „setzen gleichzeitig einen zählbaren Treffer“, es kommt zu einer
Attaque simultané (Abb. 4.1). Dadurch dürfte auch die beobachtete schwache Lyse der
293h95L Zellen in der Anfangsphase (4 h) der Reaktion zu erklären sein.
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Während also in diesen Ansätzen in der primären Phase der Versuche die T-Zellen
gleichzeitig mit der Induktion ihres Effektorsignals ebenso ein Todessignal empfangen, sind
die T-Zellen, die auf die CD95L- 293pcDNA Zellen treffen, in der Lage sich von den
Zielzellen zu lösen und weitere Zellen zu eliminieren (Abb. 4.1). In den 293h95L Kulturen
kommt die Reaktion zum Stillstand, wenn eine der beiden Effektorpopulationen vollständig
eliminiert ist. In den durchgeführten Experimenten war dies jeweils die Population der
alloaktivierten T-Zellen. Diese Annahme wird auch dadurch gestützt, daß die schwache Lyse
der 293h95L Zellen bei Verlängerung der Inkubationszeit auf 20 h nicht gesteigert wurde,
während die Lyse von 293pcDNA Zellen nach 20 h deutlich höher war als nach 4 h. Diese
Versuche legen den Schluß nahe, daß die Expression des CD95L auf allogenen Zellen eine
Zerstörung durch alloaktivierte T-Zellen nicht vollständig verhindern kann. Die Expression
des CD95L bedeutet für solche Zellen vielmehr, daß eine initial auftretende Zerstörung nicht
weiter fortschreitet.
Bei der Verwendung von IL-2 aktivierten T-Zellen und frisch isolierten NK Zellen als
Effektorpopulationen konnte keine Reduktion einer Zerstörung von 293 Zellen durch die
Expression des CD95L beobachtet werden (Abb. 3.23 und Tab. 3.7). Für die IL-2 aktivierten
Zellen war dieser Befund zunächst überraschend, da mit IL-2 inkubierte T-Zellen von Owen-
Schaub et al. als sehr empfindlich für CD95 Rezeptor-vermittelte Apoptose nach fünf bis
sechs Tagen Kultur beschrieben wurden [59]. Es war demnach zu erwarten, daß auch für diese
Effektorpopulation zunächst eine Phase gleichzeitiger Induktion von Zelltod in beiden
Zellpopulationen beobachtet wird (Attaque simultané). Im weiteren Verlauf der Reaktion
sollte es dann jedoch nach der Elimination der T-Zellen zu einer Reduktion der Zerstörung
von 293h95L Zellen im Vergleich zu CD95L- 293pcDNA Zellen kommen. Eine mögliche
Erklärung für das Ausbleiben einer solchen CD95L vermittelten Reduktion der 293h95L
Zytolyse ist eine unterschiedliche Aktivierung der IL-2 kultivierten T-Zellen und einer damit
zusammenhängenden CD95 Rezeptorexpression. Owen-Schaub et al. verwendeten eine
60fach höhere Konzentration von IL-2 und beobachteten auf den von ihnen untersuchten
Zellen vergleichsweise höhere CD95 Rezeptorexpressionen. In den in dieser Arbeit
beschriebenen Experimenten war die CD95 Expressionsdichte auf den IL-2 aktivierten T-
Zellen deutlich geringer als die von alloaktivierten CTL (Abb. 3.25). In Übereinstimmung
damit wurde bei Inkubation von IL-2 aktivierten T-Zellen mit 293h95L Zellen ein geringerer
Teil toter T-Zellen beobachtet (Abb. 3.24) als bei der Kokultur von alloaktivierten T-Zellen
Diskussion
92
und 293h95L Zellen (Abb. 3.21). Es ist daher wahrscheinlich, daß die fehlende
Schutzfunktion von CD95L bei der Verwendung von IL-2 aktivierten T-Zellen darauf
zurückzuführen ist, daß diese einen geringeren Grad von Apoptoseempfindlichkeit aufweisen.
Ein weiterer Grund für die unterschiedlichen CD95L Auswirkungen bei alloaktivierten
und IL-2 aktivierten T-Zellen könnte darin bestehen, daß in den beiden Populationen die
eigentlichen lytischen Effektorzellen unterschiedliche TCR-Spezifitäten aufweisen. Während
es in der alloaktivierten Population zur Anreicherung von Effektorzellen mit TCR-Spezifität
für HLA-A3 Moleküle kommt, führt die IL-2 Aktivierung nicht zu einer Anreicherung,
sondern eher zu einer gleichmäßigen Expansion unterschiedlicher Spezifitäten. Da auch die
Stimulation des TCR ein Zelltodsignal vermitteln kann [119], könnte es bei dem hohen Anteil
HLA-A3 spezifischer Effektorzellen in den alloreaktiven Populationen zu einer Verstärkung
des CD95L Signals der 293h95L Zellen kommen. Obwohl die Frage nach den
unterschiedlichen Wirkungen der CD95L Expression auf alloaktivierte und IL-2 aktivierte
zytotoxische Effektorzellen nicht abschließend beantwortet werden kann, lassen die Befunde
den Schluß zu, daß in der alloaktivierten Population die Zellen mit lytischem Potential auch
sehr empfindlich für CD95L-vermittelten Zelltod sind. Da es bei der IL-2 aktivierten
Population zur Lyse von 293h95L Zellen kommt, überlappen sich hier Zellen mit lytischem
Potential und Apoptose-empfindlichen Zellen nicht komplett.
Für frisch isolierte NK Zellen wurde gezeigt, daß diese zytotoxische Effektorzell-
population ebenfalls wenig empfindlich für die durch Kokultur mit 293h95L Zellen induzierte
Apoptose ist (Abb. 3.27 und Tab. 3.7). Analysen der CD95 Rezeptorexpression auf NK Zellen
führten zu dem Schluß, daß dies vor allem auf eine geringe Expression des Zelltod-
auslösenden Rezeptors zurückgeführt werden könnte (Abb. 3.28). Diese Beobachtung könnte
auch das Ausbleiben einer CD95L vermittelten Reduktion der 293h95L Zytolyse erklären.
Ein etwas anderes Bild ergab sich bei der Verwendung von Effektorpopulationen mit
einem hohen Anteil von aktivierten NK Zellen. Diese alloaktivierten NK Zellen waren
blastoid und exprimierten den CD95 Rezeptor in hoher Dichte an der Zelloberfläche. Für eine
solche Population wurde bei geringen Effektor/Target Verhältnissen eine Reduktion der
Zytolyse von 293h95L Zellen gegenüber den CD95L- 293pcDNA Zellen beobachtet. Bei
hohen Verhältnissen wurden hingegen für beide Zielzelltypen vergleichbar hohe Lyseraten
bestimmt (Abb. 3.31). Eine mögliche Erklärung für diesen Befund könnte in der Heterogenität
der Lymphozytenpopulation in diesen Ansätzen zu suchen sein. Da alle aktivierten, blastoiden
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Zellen das CD56 (NK) Antigen exprimierten, ist es unwahrscheinlich, daß in diesen Kulturen
alloreaktive T-Zellen vorhanden waren. Neben den aktivierten NK Zellen könnten somit nur
zytotoxische IL-2 aktivierte T-Zellen eine Rolle spielen. Da bei diesen, wie oben diskutiert,
die CD95L Expression keinen Einfluß auf ihre lytische Kapazität hat, dürften die bei hohen
Effektorzellzahlen beobachteten vergleichbaren Lyseraten der 293h95L und 293pcDNA
Zellen auf die Wirkung von IL-2 aktivierten Zellen zurückzuführen sein. Unter diesen
Voraussetzungen ist es wahrscheinlich, daß die bei geringen Effektorzellzahlen auftretende
Lyse den aktivierten NK Zellen zuzuordnen ist. Die in diesem Bereich demonstrierte
reduzierte Lyse der 293h95L Zellen spricht dafür, daß CD95L Schutz vor einer Zerstörung
durch aktivierte NK Zellen vermitteln kann.
Die hier beschriebenen Befunde unterstützen das Konzept, daß Zellen und Gewebe durch
die Überexpression von CD95L vor einer Zerstörung durch alloaktivierte T- und NK Zellen
geschützt werden können. Unter der Voraussetzung, daß Zellen mit ektopischer CD95L
Expression stimulatorisches Potential haben, kann auch die Differenzierung alloreaktiver
zytotoxischer Effektor-T-Zellen verhindert werden. Die bisherigen in vivo Befunde zur
Nutzung des CD95 Rezeptor/Ligandensystems zur Kontrolle von Immunreaktionen nach
Transplantationen sind noch kontrovers. Verlängertes Überleben von allogenen Zellen konnte
für unter die Nierenkapsel transplantierte, CD95L-exprimierende Sertolizellen [3, 6] und
Inselzellen, die zusammen mit CD95L transfizierten Myoblasten transplantiert wurden [5],
gezeigt werden. An diesen Ort transplantiertes, mit dem Gen des CD95L transfiziertes
Gewebe wurde in Versuchen, die von anderen Gruppen durchgeführt wurden, jedoch auch
abgestoßen [7, 8, 120]. Mit den beobachteten Abstoßungsreaktionen ging immer eine
Infiltration des transplantierten Gewebes mit neutrophilen Granulozyten einher. Denkbar ist,
daß die verwendeten Zelltypen unterschiedliche Konzentrationen von CD95L exprimierten
und dadurch unterschiedliche Effekte bei Kontakt mit dem Immunsystem der
Empfängerorganismen auslösten. Die in dieser Arbeit analysierten Effekte der 293h95L
Zellen exprimierten den CD95L in extrem hoher Dichte. Dies könnte ein Hinweis darauf sein,
daß hohe Konzentrationen erforderlich sind, um einen solchen protektiven Effekt zu erzielen.
Eine mögliche Erklärung für diese Infiltration könnte die chemotaktische Wirkung des CD95L
auf neutrophile Granulozyten geben [121]. Ein solcher schädigender Effekt könnte aber z.B.
durch Koexpression von TGF-β unterdrückt werden, da beobachtet wurde, daß die Injektion
von TGF-β eine Abstoßung durch neutrophile Granulozyten verhindern kann [122].
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Offen bleibt weiter die Frage, wie ein oder mehrere protektive Gene im oder in der Nähe
von Gewebe eines transplantierten Organs zur Expression gebracht werden könnten. Hierfür
wurden bereits verschiedene Modelle vorgeschlagen. Für allogene Organtransplantationen
wurde eine Transfektion des Organs mit einer Gene Gun untersucht [123]. Für diese, wie auch
für eine adenovirale Gentherapie [124] werden jedoch noch geeignete Vektorsysteme gesucht,
die eine gewebespezifische Expression mit ausreichender Expressionsdichte und
Transfektionseffizienz ermöglichen. In der xenogenen Transplantationssituation besteht die
Möglichkeit, ein Transplantat durch Einschleusen von CD95L gentechnisch zu verändern oder
transgene Spendertiere zu erzeugen. Da bei xenogener Differenz die molekularen
Interaktionen und Kompatibilitäten zwischen Effektorzellen und Zielzellen anders sein
könnten als in der allogenen Situation, ist nicht von vornherein klar, ob die Expression des
humanen CD95L z.B. auf Schweinezellen protektive Effekte gegenüber xenoreaktiven
zytotoxischen T-Zellen ausüben kann. In diesem Zusammenhang ist ein kürzlich erhobener
Befund von besonderem Interesse, in dem gezeigt werden konnte, daß auch transfizierte
CD95L+ Rinderzellen Zelltod in humanen T-Zellen auslösen können [125]. In der xenogenen
Transplantationssituation ist es zusätzlich notwendig die hyperakute Abstoßung durch
präformierte xenogene Antikörper und das Komplementsystem zu kontrollieren. Eine
Lösungsmöglichkeit hierfür existiert bereits in Form von transgenen Schweinen, die ein
humanes Komplementregulationsprotein (CD55) exprimieren [126]. Nach der Entdeckung
von auf den Menschen übertragbaren porcinen Retroviren [127, 128] ist vor einer klinischen
Nutzung der Xenotransplantation das möglicherweise hiermit verbundene Infektionsrisiko für
den einzelnen oder sogar die Bevölkerung zu prüfen und kritisch zu diskutieren.
Zusammengenommen kann aus den in dieser Arbeit erhobenen Befunden der Schluß
gezogen, daß die gentechnisch erzeugte ektopische Expression von CD95L auf Zellen und
Geweben eine Strategie zur Modulation von allogenen Immunantworten ist. Eine Expression
von CD95L auf Zellen, die eine Alloaktivierung auslösen können (z.B. Antigen-
präsentierende Zellen), scheint geeignet zu sein, die Differenzierung von alloreaktiven, naiven
T-Zellen zu alloaktivierten, zytotoxischen Effektor-T-Zellen zu verhindern. Durch die
Expression des CD95L werden darüber hinaus auch Zellen vor Zerstörung durch zytotoxische
Effektor-T-Zellen und aktivierte NK Zellen geschützt. Protektion vor einer Zerstörung durch
IL-2 aktivierten T-Zellen und NK Zellen vermittelt dieses Oberflächenprotein nicht. Der
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CD95L scheint demzufolge nicht Der Heilige Gral der Organtransplantation zu sein [39],




Die Bindung des CD95 Liganden (CD95L) an seinen Rezeptor (CD95) kann bei CD95-
exprimierenden T-Zellpopulationen den Tod durch Apoptose auslösen. In der Trans-
plantationssituation ist der CD95L damit ein potentiell protektives Molekül gegenüber
zellulären Immunreaktionen. Mit Hilfe eines in vitro Modellsystems wurde in der
vorliegenden Arbeit die Frage untersucht, ob CD95L zur Modulation von allogenen
Immunantworten in der Lage ist. Hierzu wurde die CD95L-negative, humane Nierenzellinie
293 mit CD95L-cDNA transfiziert und ein Klon mit stabil hoher CD95L Expression isoliert
(293h95L Zellen). Die Auswirkungen der Kokultur von 293h95L Zellen auf T-Zellen aus
unterschiedlichen Aktivierungsstadien wurden verglichen mit den Effekten von 293 Zellen,
die mit dem Leervektor transfiziert worden waren (293pcDNA Zellen).
Die kurzzeitige Kultur (6-16 h) von T-Zellen mit 293h95L Zellen führte zur
Apoptoseinduktion in ca. 40 % ruhender T-Zellen und in 60-70 % aktivierter T-Zellen. In
Übereinstimmung damit exprimierten aktivierte T-Zellen den CD95 Rezeptor in höherer
Dichte. Wurden T-Zellen von HLA-differenten Blutspendern mit bestrahlten 293 Zellen
(HLA-A3-positiv) plus IL-2 kultiviert, kam es bei Verwendung von 293pcDNA und 293h95L
Zellen nach zwei Tagen zunächst zur T-Zellaktivierung (IL-2R Expression). Während die
durch 293pcDNA Zellen ausgelöste Alloaktivierung zur Bildung von spezifischen,
zytotoxischen Effektorzellen (CTL) führte, konnten in Kulturen von 293h95L Zellen nach 7
Tagen weder Lymphoblasten noch CTL mit Spezifität für 293-Antigene nachgewiesen
werden. Um festzustellen, welche Auswirkungen die Expression von CD95L auf die
Zerstörung von Zielzellen durch unterschiedliche zytotoxische Effektorzellpopulationen hat,
wurden 293h95L und 293pcDNA Zellen als Zielzellen von alloaktivierten CTL, IL-2
aktivierten T-Zellen und NK Zellen eingesetzt. Es zeigte sich, daß die CD95L+ 293h95L
Transfektante von allospezifischen CTL deutlich schlechter lysiert wurde als 293pcDNA
Zellen. Die Hypothese, daß der Schutz der CD95L-exprimierenden Zielzellen auf
Apoptoseinduktion in der Effektorpopulation beruht, wurde dadurch bestätigt, daß in
Kokulturen von 293h95L Zellen mit alloreaktiven CTL massiver apoptotischer Zelltod in der
T-Zellpopulation auftrat. IL-2 aktivierte T-Zellen und NK Zellen waren weniger empfindlich
für den CD95L-vermittelten Zelltod und lysierten demzufolge 293h95L und 293pcDNA
Zellen in vergleichbarem Umfang.
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Aus diesen Ergebnissen wird der Schluß gezogen, daß die gentechnisch erzeugte, ektopische
Expression von CD95L auf Zellen und Geweben eine Strategie zur Modulation von allogenen
Immunantworten sein kann. Durch Expression von CD95L auf Zellen, die eine
Alloaktivierung auslösen können (z.B. Antigen-präsentierende Zellen), sollte es möglich sein,
die Differenzierung von Vorläufer-CTL zu allospezifischen Effektor-CTL zu verhindern.
Darüber hinaus können Zellen durch CD95L-Expression vor der Zerstörung durch
zytotoxische Effektorzellen geschützt werden. Bei einer möglichen Verwendung dieses
Konzepts zur Immunmodulation nach klinischer Organtransplantation ist jedoch zu beachten,
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